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Description 

La presente invention a pour objet une nouvelle proteine a activite de type cytokine, les outils de genie 
genetique pour la produire, a savoir un ADN recombinant, un vecteur d'expression portant cet ADN 
5 reconnbinant, les microorganisnnes procaryotes et les cellules eucaryotes contenant cet ADN recombinant 
ainsi qu'un medicament, utile notamment comme immunomodulateur, contenant a titre de principe actif 
cette proteine. 

II est bien connu que le systeme immunitaire comprend des elements cellulaires et des substances 
solubles secretees par ces derniers, appelees cytokines. Celles-ci sent des proteines qui assurent la 
10 communication entre une cellule emettrice et une cellule cible appartenant, soit au systeme immunitaire, 
soit a un autre systeme biologique de I'organisme. Les cytol<ines ont en general une activite biologique dite 
pleiotropique : elles peuvent avoir de multiples actions sur la cellule cible : proliferation, differenciation, 
cytolyse, activation, chimiotactisme, etc... Plusieurs de ces molecules ont deja trouve des applications en 
therapeutique : par exemple, rinterleukine-2 ou I'interferon-a utilises pour le traitement de certaines tumours 
75 par immunotherapie et les facteurs myelopeietiques tels que le GCSF (Granulocyte Colony Stimulating 
Factor) ou le GMCSF (Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor) qui stimulent la croissance et la 
differenciation des cellules sanguines et permettent ainsi I'enrichissement en ces dernieres du sang 
appauvri en celles-ci, suite, par exemple, a une chimiotherapie. 

On a notamment les connaissances suivantes a propos des cytokines : 
20 1) Celles-ci correspondent a des proteines secretees. La secretion d'une proteine, done en particulier 
d'une cytokine, s'effectue le plus souvent par un mecanisme qui comprend le clivage d'une region 
aminoterminale hydrophobe de la proteine traduite, appelee sequence peptidique pre ou peptide signal, 
lors de I'excretion de la proteine mature dans le milieu (Von Heijne G., 1986, Nucl. Ac. Res., 14, 4683- 
4690). La plupart des sequences peptidiques des cytokines connues comprennent effectivement un 
25 peptide signal. 

2) les cytokines correspondent en general a des proteines inductibles, soit par d'autres cytokines (K. 
Matsushima et al, 1988, J. Exp. Med., 167, 1883-1893 - Shimizu H. et al, 1990, Mol. Cell. Biol., 10, 561- 
568), soit par des agents chimiques activateurs de la proliferation et de la differenciation cellulaire tels 
que les lipopolysaccharides, les ionophores calciques par exemple la calimicine, le dibutyryl AMP 

30 cyclique, le dimethylsulfoxyde, I'acide retinoTque, la concanavaline A, la phytohemaglutinine (PHA-P) et 
les esters de phorbol, par exemple le phorbol myristate-2 acetate-3 (PMA) (Muegge K. et Durun S.K., 
1990, Cytokine 2, 1-8 - C.B. Thompson et al, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci., 86, 1333-1337), soit par des 
anticorps centre les molecules de surface, tels que les antigenes de surface CD2, CD3, CD28 et CD40 
(Thomson C.B. et al, reference ci-dessus et Rousset F. et al, 1991, J. Exp. Med., 173, 703-710). 

35 3) L'induction des cytokines etant transitoire, les ARN messagers des cytokines sent instables. lis 
possedent pour la plupart des cytokines des regions riches en A et U notamment la sequence AUUUA, 
sequence d'instabilite consensus mise en evidence par D. Caput et al, 1986, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 
83, 1670-1674 ; G. Shaw et al, 1986, Cell, 46, 659-667 ainsi que K. Peppel et al, 1991, J. Exp. Med., 173, 
349-355. 

40 4) La grande majorite des cytokines connues sent synthetisees par les cellules du systeme immunitaire, 
notamment par les monocytes et les lymphocytes T auxiliaires du sang peripherique (Ullman K.S. et al., 
1989, Ann. Rev. Imm., 8, 421-452 et I'ouvrage "Macrophage derived cell regulatory factors" de C. Sorg, 
publie en 1989 par Karger-Bale-Suisse). Leur synthese est induite par les agents inducteurs mentionnes 
en 2). 

45 II est connu par ailleurs qu'on est capable de construire a partir de cellules mononucleaires du sang 
peripherique, constituees principalement de lymphocytes et de monocytes, cultivees et stimulees a I'aide 
de differents agents inducteurs tels que la phytohemaglutinine, le phorbol myristate-2 acetate-3 et 
I'anticorps monoclonal anti-CD2, une banque d'ADN complementaire soustraite des sequences ubiquitaires 
d'ADN complementaire dans les cellules animales, et done enrichie en ADN complementaire codant pour 

50 des cytokines (H.C. Chang et al, Eur. J. Imm., 1989, 19, 1045-1051, P.P. Zipfel et al, 1989, Mol. Cell. Biol, 
9, 1041-1048). 

On sait d'autre part (C. B. Thompson et al, 1989, Proc. Ntl. Acad. Sci., 86, 1333-1337 et Lindsten T. et 
al, 1989, Science, 244, 339) que la production de cytokines (appelees lymphokines) par les lymphocytes T, 
est plus importante, done correspond a des quantites d'ARN messagers plus grandes, avec une stimulation 
55 a I'aide de la combinaison binaire : phorbol myristate-2 acetate-3 et phytohemaglutinine ou phorbol 
myristate-2 acetate-3 et I'anticorps anti -CD28, qu'avec le phorbol myristate-2 acetate-3 uniquement et avec 
la combinaison binaire : phorbol myristate-2 acetate-3 et phytohemaglutinine qu'avec la combinaison 
tertiaire : phorbol myristate-2 acetate-3, phytohemaglutinine et cyclosporine A, la cyclosporine A ayant 
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apparemment un effet inhibiteur sur la transcription des ARN nnessagers des cytokines (Thompson et al, 
reference citee ci-dessus et Mattila et al., 1990, EMBO J., 9, 4425-4433). 

Cette expression differentielle des ARN messagers des cytokines dans differentes conditions de 
stimulation peut servir a un criblage, appele criblage differentiel, d'une banque d'ADN complementaire 

5 contenant des sequences codant pour des cytokines dans le but de selectionner ces dernieres sequences 
(cf notamment Dworkin et al, 1980, Dev. Biol., 76, 449-464, Cocliran B.M. et al, 1983, Cell, 33, 939-947 et 
Zipfel P.F. et al, 1989, Mol. Cell. Biol., 9, 1041-1048). II est en effet possible de construire a partir de deux 
ARN messagers correspondant a deux etats de stimulation des cellules, appeles ici etat de stimulation 1 et 
etat de stimulation 2, I'etat de stimulation 2 etant suppose plus riche en ARN messagers codant pour une 

70 cytokine que I'etat 1 , deux sondes radioactives appelees respectivement sonde 1 et sonde 2, qui sont des 
transcripts obtenus a I'aide de la transcriptase inverse de ces deux ARN messagers. On hybride ces deux 
sondes avec des colonies bacteriennes contenant des sequences d'ADN complementaire de la banque. Les 
colonies bacteriennes contenant un ADN complementaire dont I'ARN messager change d'abondance entre 
les deux etats d'activation vont donner des signaux differentiels avec les deux sondes, I'hybridation etant 

75 plus importante pour les clones retenus (qui correspondent a des proteines inductibles) pour la sonde 2 
que pour la sonde 1. 

II est connu par ailleurs que les cellules COS, cellules de reins de singe exprimant I'antigene T du virus 
SV40 (Gluzman Y., Cell, 23, 1981, 175-182), qui permettent la replication des vecteurs contenant I'origine 
de replication de I'ADN du virus SV40, constituent des hotes de choix pour I'etude de I'expression de 
20 genes dans les cellules animales et de la secretion des proteines exprimees. La secretion d'une proteine 
dans ces cellules indique que celle-ci est secretee par la cellule qui la produit naturellement (H.C. Chang et 
al., Eur. J. Imm., 1989, 19, 1045-1051 et W.Y. Weiser et al., 1989, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 86, 7522- 
7526) 

La presente invention a pour objet une proteine a activite de type cytokine, ou un precurseur de cette 
25 proteine qui comprend la sequence d'acides amines (al) suivante : 



Gly Pro Val Pro Pro Scr Thr Ala Leu Arg Glu Leu He Glu Glu Leu 
30 1 5 10 15 

Val Asn He Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met 

20 25 30 

Val Trp Ser He Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu 

35 

35 40 45 

Ser Leu He Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala He Glu Lys Thr Gin Arg 

50 55 60 

Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser 
65 70 75 80 

Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys He Glu Val Ala Gin Phe Val Lys 
45 85 90 95 

Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 
100 105 110 

50 

dans laquelle Xaa represente Asp ou Gly, 

ou une sequence presentant un degre d'homologie eleve avec la sequence (ai ) 

Un degre d'homologie elevee signifie ici une homologie d'identite (rapport entre les acides amines 
identiques et le nombre total d'acides amines) d'au moins 80 %, et de preference d'au moins 90 %, des 
55 sequences d'acides amines, lorsqu'elles sont alignees d'apres I'homologie maximale, selon la methode 
d'alignement optimal des sequences de Needleman et Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48, 443-453. Cette 
methode algorithmique, qui considere tous les alignements possibles et cree un alignement dans lequel le 
plus possible d'acides amines identiques sont apparies et le nombre de trous dans les sequences alignees 
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est minimal, est notamment utilisee dans le logiciel UWGCG de I'Universite du Wisconsin : Devereux et al, 
1984, Nucl. Ac. Res., 12, 8711-8722- option GAP. 

La sequence peptidique deja connue la plus proche de celle de la sequence (ai) de 112 acides amines 
est celle de 132 acides amines deduite de I'ADN complementaire de la proteine P600 de souris, decrite par 

5 K.D. Brown et al., 1989, J. Imm., 142, 679-687 (proteine exprimee par les lymphocytes TH2 de souris, dont 
la fonction n'a pas ete elucidee). Une comparaison de ces sequences peptidiques a I'aide de la methode 
de Needleman et Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48, 443-453 montre que 63 acides amines sent identiques 
sur 112, soit une homologie d'identite d'environ 56 %. 

La proteine de la presente invention est une proteine secretee notamment par les lymphocytes T et 

10 inductible dans ces derniers par le phorbol myristate-2 acetate-3, cette induction etant - comme attendu 
pour une cytokine (v. texte ci-dessus) - amplifiee par la phytohemaglutinine ou I'anticorps monoclonal anti- 
CD28 avec un effet inhibiteur de cette augmentation dans le cas de la stimulation par la phytohemaglutinine 
en presence supplementaire de cyclosporine A. La proteine selon I'invention, denommee proteine NC30, 
est done une nouvelle lymphokine humaine possedant des activites immunomodulatrices de type cytokine 

75 (proliferation cellulaire, activation cellulaire, chimiotactisme et regulation de la synthese d'autres cytokines). 
Elle agit sur au moins deux cellules cles du systeme immunitaire : les monocytes et les lymphocytes B. II 
s'agit done d'une nouvelle interleukine. Certaines de ses proprietes sont en commun avec rinterleukine-4 : 
inhibition de la synthese de rinterleukine-1;8 et de rinterleukine-6 par les monocytes du sang peripherique 
actives au LPS et modulation de I'expression de I'antigene CD23 sur les lymphocytes B des amygdales. 

20 Ces deux proprietes sont egalement celles de rinterleukine-4 (W. Paul, 1991, Blood, 77, 1959 et Waal 
Malefyt et al, 1991, J. Exp. Med., 174, 1199-1220). 

La proteine de I'invention est une nouvelle interleukine, de type lymphokine. Elle presente un interet 
comme principe d'un medicament utile pour le traitement par immunomodulation des tumeurs et de 
certains etats infectieux ou inflammatoires. 

25 La proteine de I'invention peut comprendre, immediatement en amont de la sequence (al) un ou 
plusieurs acides amines, en particulier la sequence : Ser-Pro. 

Cette proteine est de preference sous une forme qui a une masse moleculaire apparente, determinee 
par electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS de 9,0 ±2 ou 16,0 ± 2 kDa. Elle est 
avantageusement N-glycosylee, en particulier lorsqu'elle a une masse moleculaire apparente de 16,0 ± 2 

30 kDa. 

II est interessant que cette proteine presente un degre de purete, determine par electrophorese sur gel 
de polyacrylamide en presence de SDS et revelation a I'argent, superieur a 70 %, de preference superieur 
a 90%. 

L'invention a aussi pour objet un ADN recombinant caracterise en ce qu'il code pour la proteine 
35 precedente, laquelle peut etre alors obtenue a partir du lysat cellulaire ou, avantageusement, pour un 
precurseur de la proteine precedente. Ce precurseur comprend de preference une sequence signal. 

Cette sequence signal, choisie en fonction de la cellule hote, a pour fonction de permettre I'exportation 
de la proteine recombinante en dehors du cytoplasme, ce qui permet a la proteine recombinante de 
prendre une conformation proche de celle de la proteine naturelle et facilite considerablement sa purifica- 
40 tion. Cette sequence signal peut etre clivee, soit en plusieurs etapes par un signal-peptidase que libere la 
proteine mature, soit en plusieurs etapes lorsque cette sequence signal comprend en plus de la sequence 
eliminee par la signal-peptidase, appelee peptide signal ou sequence pre, une sequence eliminee plus 
tardivement au cours de un ou plusieurs evenements proteolytiques, appelee sequence pro. 

La sequence codant pour la proteine mature est par exemple I'une des sequences (Nai) ou (Na'i) 
45 suivantes : 



50 



55 
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(Nai) 

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GACATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTmCC 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACTTTrTCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 

(Na'i) 

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GGCATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACTTTTTCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 



35 Pour une expression dans les nnicroorganismes procaryotes, tels que par exennple Escherichia coll , 
cette sequence signal peut etre, soit une sequence derivee de la sequence codant pour un precurseur 
naturel d'une proteine exportee par un nnicroorganisme procaryote (par exennple le peptide signal OnnPA 
[Ghrayeb et al., 1984, EMBO Journal, 3, 2437-2442] ou le peptide signal de la phosphatase alcaline 
[Michaelis et al., J. Bact. 1983, 154, 366-374]), soit une sequence non endogene provenant d'une sequence 

40 codant pour un precurseur eucaryote (par exemple le peptide signal de I'un des precurseurs naturels de 
I'hormone de croissance humaine), soit une sequence codant pour un peptide signal synthetique (par 
exemple celui decrit dans la demande de brevet frangaise n ° 2 636 643, de sequence : 



45 Met Ala Pro Ser Gly Lys Ser Thr Leu Leu Leu Leu Phe Leu Leu Leu 

1 5 10 15 

Cys Leu Pro Ser Trp Asn Ala Gly Ala 
20 25 

50 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes telles que les ascomycetes, par exemple la levure 
Saccharomyces cerevisiae ou le champignon filamenteux Cryphonectria parasitica , cette sequence signal 
est de preference une sequence derivee d'une sequence codant pour un precurseur naturel d'une proteine 
55 secretee par ces cellules, par exemple pour la levure le precurseur de I'invertase (demande de brevet EP 
0123289) ou le precurseur de la sequence prepro de la pheromone alpha (demande de brevet DK 
2484/84), ou pour Cryphonectria parasitica , le precurseur de la sequence prepro de I'endothiapepsine, de 
sequence : 

6 
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Met Ser Ser Pro Leu Lys Asn Ala Leu Val Thr Ala Met Leu Ala Gly 
15 10 15 

5 Gly Ala Leu Ser Ser Pro Thr Lys Gin His Val Gly lie Pro Val Asn 

20 25 30 

Ala Ser Pro Glu Val Gly Pro Gly Lys Tyr Ser Phe Lys Gin Val Arg 

35 40 45 

Asn Pro Asn Tyr Lys Phe Asn Gly Pro Leu Ser Val Lys Lys Thr Tyr 

50 55 60 

Leu Lys Tyr Gly Val Pro He Pro Ala Trp Leu Glu Asp Ala Val Gin 
" 65 70 75 80 

Asn Ser Thr Ser Gly Leu Ala Glu Arg 
85 

20 

Pour une expression dans les cellules animales, on utilise connme sequence signal, soit une sequence 
signal d'une proteine de cellule animale connue pour etre exportee -par exemple une sequence codant pour 
le peptide signal de I'un des precurseurs naturels de I'hormone de croissance humaine, deja connue pour 
pernnettre la secretion de rinterleukine-2 (cf. la dennande de brevet frangaise 2 619 711), soit I'une des 
25 quatre sequences signal (b1), (b2), (b3) et (b4) suivantes : 



(bl) 



(b2) 



(b3) 



(b4) 



Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

Ser Pro 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 

20 
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avantageusement codees respectivement par les sequences (Nbl), (Nb2), (Nb3) et (Nb4) suivantes : 
(Nbl) 

ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTGCTCTCACTTG 
CCTTGGCGGC TTTGCC 



ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTGCTCTCACTTG 
'5 CCTTGGCGGC TTTGCCTCCC CA 

(Nb3) 

ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 
„„ TTGGCGGCTT TGCC 



(Nb4) 

25 ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 

TTGGCGGCTT TGCCTCCCCA 

L'invention concerne egalement un vecteur d'expression qui porte, avec les moyens necessaires a son 
30 expression, I'ADN reconnbinant defini precedennment. 

Pour une expression dans les micro-organismes procaryotes, en particulier dans Escherichia coli , I'ADN 
recombinant doit etre insere dans un vecteur d'expression comportant notamment un promoteur efficace, 
suivi d'un site de fixation des ribosomes en amont du gene a exprimer, ainsi qu'une sequence d'arret de 
transcription efficace en aval du gene a exprimer. Ce plasmide doit egalement comporter une origine de 
35 replication et un marqueur de selection. Toutes ces sequences doivent etre choisies en fonction de la 
cellule hote. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes, le vecteur d'expression selon l'invention porte I'ADN 
recombinant defini precedemment avec les moyens necessaires a son expression, a sa replication dans les 
cellules eucaryotes et a la selection des cellules transformees. De preference, ce vecteur porte un 

40 marqueur de selection, choisi par exemple pour complementer une mutation des cellules eucaryotes 
receptrices, qui permet la selection des cellules qui ont integre I'ADN recombinant en un nombre de copies 
eleve soit dans leur genome, soit dans un vecteur multicopie. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes telles que la levure, par exemple Saccharomyces 
cerevisiae , il convient d'inserer I'ADN recombinant entre, d'une part, des sequences reconnues comme 

45 promoteur efficace, d'autre part, un terminateur de transcription. L'ensemble promoteur-sequence codante- 
terminateur, appele cassette d'expression, est clone soit dans un vecteur plasmidique monocopie ou 
polycopie pour la levure, soit integre en multicopie dans le genome de la levure. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes telles que celles des champignons filamenteux, du 
groupe des ascomycetes, par exemple ceux des genres Aspergillus , Neurospora , Podospora , Trichoderma 

50 ou Cryphonectria , le vecteur d'expression selon l'invention porte I'ADN recombinant defini precedemment 
avec les moyens necessaires a son expression, et eventuellement un marqueur de selection et/ou des 
sequences telomeriques. II est en effet possible de selectionner les transformants ayant integre un ADN 
d'interet a I'aide d'un marqueur de selection situe soit sur le meme vecteur que I'ADN d'interet, soit sur un 
autre vecteur, ces deux vecteurs etant alors introduits par cotransformation. L'ADN recombinant de 

55 l'invention peut etre soit integre au genome des champignons filamenteux, soit conserve sous forme 
extrachromosomique grace a des sequences permettant la replication et la partition de cet ADN. 

Pour une expression dans les cellules animales, notamment dans les cellules d'ovaires de hamster 
chinois CHO, I'ADN recombinant est de preference insere dans un plasmide (par exemple derive du 
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pBR322) comportant, soit une seule unite d'expression dans laquelle est insere I'ADN reconnbinant de 
I'invention et eventuellement un nnarqueur de selection, derriere un promoteur efficace, soit deux unites 
d'expression. La premiere unite d'expression comporte I'ADN recombinant ci-dessus, precede d'un promo- 
teur efficace (par exemple le promoteur precoce de SV40). La sequence autour de I'ATG d'initiation est de 

5 preference choisie en fonction de la sequence consensus decrite par Kozak (M. Kozak (1978), Cell., 15, 
1109-1123). Une sequence intronique, par exemple de I'intron de I'a-globine de souris, peut etre inseree en 
amont de I'ADN recombinant ainsi qu'une sequence comportant un site de polyadenylation, par exemple 
une sequence de polyadenylation du SV40, en aval du gene recombinant. La deuxieme unite d'expression 
comporte un marqueur de selection, par exemple une sequence d'ADN codant pour la dihydrofolate 

10 reductase (enzyme ci-apres abregee DHFR). Le plasmide est transfecte dans les cellules animales, par 
exemple les cellules CHO dhfr~ (incapables d'exprimer la DHFR). Une lignee est selectionnee pour sa 
resistance au methotrexate : elle a integre dans son genome un nombre eleve de copies de I'ADN 
recombinant et exprime ce dernier a un niveau suffisant. 

L'invention a egalement trait aux microorganismes procaryotes transformes par le vecteur d'expression 

75 defini precedemment, en particulier ceux de I'espece Escherichia coli, ainsi qu'aux cellules eucaryotes qui 
contiennent, avec les moyens necessaires a son expression, I'ADN recombinant defini precedemment. 
Celui-ci peut avoir ete introduit par transformation par le vecteur d'expression defini precedemment ou par 
I'ADN recombinant de l'invention lui-meme, lequel peut parfois etre integre directement au genome en un 
locus qui permet son expression. 

20 Des cellules eucaryotes interessantes sont les cellules animales. 

L'ADN recombinant peut, par exemple, avoir ete introduit dans ces cellules par transfection par le 
vecteur d'expression ci-dessus, par infection au moyen d'un virus ou d'un retrovirus le portant, ou par 
microinjection. Des cellules animales preferees sont les cellules CHO, en particulier les cellules CHO dhfr~ 
a partir desquelles il est possible d'obtenir des lignees hautement productrices en la proteine de l'invention. 

25 Les cellules COS constituent egalement un hote avantageux pour I'obtention de cette proteine. 

D'autres cellules eucaryotes interessantes sont les cellules de levure, en particulier de Saccharomyces 
cerevisiae . 

L'invention concerne aussi un precede de preparation de la proteine definie precedemment qui 
comprend une etape de culture des cellules animales ci-dessus, ou de cette levure, suivie de I'isolement et 
30 de la purification de la proteine recombinante. 

L'invention se rapporte egalement a la proteine recombinante susceptible d'etre obtenue par un 
precede qui comprend une etape de culture de ces cellules animales, ou de cette levure, suivie de 
I'isolement et de la purification de la proteine recombinante. 

L'invention a done egalement pour objet le medicament, utile notamment en cancerologie et dans le 
35 traitement par immunomodulation de certains etats infectieux et de certains etats inflammatoires qui 
contient comme principe actif la proteine defuiie precedemment dans un excipient pharmaceutiquement 
acceptable. Ceux-ci peuvent etre utilises seuls ou en association avec d'autres agents actifs : par exemple 
une ou plusieurs autres cytokines. 

L'invention sera mieux comprise a I'aide de I'expose ci-apres, divise en sections, qui comprend des 
40 resultats experimentaux et une discussion de ceux-ci. Certaines de ces sections concernent des experien- 
ces effectuees dans le but de realiser l'invention, d'autres des exemples de realisation de l'invention 
donnes bien sur a titre purement illustratif. 

Une grande partie de I'ensemble des techniques decrites dans ces sections, bien connues de I'homme 
de I'art, est exposee en detail dans I'ouvrage de Sambrook, Fritsch et Maniatis : "Molecular cloning : a 
45 Laboratory manual" publie en 1989 par les editions Cold Spring Harbor Press a New- York (2eme edition). 
La description ci-apres sera mieux comprise a I'aide des figures la, lb, 1c, 2, 3, 4, 5, 6 et 7. 
La figure Ig, represente une carte d'assemblage du plasmide pSE1, plasmide de clonage dans E. coli 
et d'expression dans les cellules animales, les sites ayant disparu par ligation etant notes entre parenthe- 
ses. Les symboles utilises dans cette figure seront precises lors de la description de ce plasmide (section 
50 2). 

La figure lb represente la sequence du fragment synthetique "site liant a Hindlll" - Hindlll, utilise pour 
I'assemblage du plasmide pSEI . 

La figure 1c represente la sequence du fragment synthetique Hindlll-" site liant a BamHI". 

La figure 2 represente la sequence nucleotidique de I'ADNc NC30 et en vis-a-vis la sequence d'acides 
55 amines deduite, les deux Met susceptibles d'initier la traduction etant soulignes, les sites de clivage 
probables du peptide signal etant indique par des fleches verticales et les quatre sites possibles de N- 
glycosylation etant soulignes en pointilles. 
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La figure 3 et la figure 4 representent respectivement ralignement d'apres rhomologie maximale salon 
la methode de Needleman et Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48, 443-453 de la sequence d'acides amines 
deduite de I'ADNc NC30 (ligne superieure) et de la sequence deduite de I'ADNc de la proteine P600 de 
souris (ligne inferieure) et I'alignement selon cette methode de la partie codante de I'ADNc NC30 (ligne 
5 superieure) et de la partie codante de I'ADNc de la proteine P600 (ligne inferieure). 

La figure 5 represente la sequence du fragment B, le site de mutation silencieuse par rapport a I'ADNc 
NC30 etant indique par un asterisque. 

Les figures 6 et 7 representent la variation de la densite optique et/ou de la densite cellulaire de la 
lignee B9 en fonction de la concentration en proteine NC30 purifiee issue du surnageant de cellules COS 
70 (figure 6) et issue de levure (figure 7). 

SECTION 1 : Culture et stimulation a I'aide de PMA et PHA-P des cellules mononucleaires du sang 
peripherique. Preparation de I'ARN messager utilise pour faire la banque d'ADN complementaire 

75 1) Culture et stimulation des cellules mononucleaires du sang peripherique : 

A partir de cellules de sang peripherique (prelevees sur trois volontaires sains dans un centre de 
transfusion sanguine), ayant prealablement subi une cytapherese et ete purifiees sur un gradient de Ficoll 
(Pharmacia, Boyum A., 1968, Scand. J. Clin. Lab. Invest., 21, p. 77-89) on preleve une fraction de cellules 
20 enrichie en cellules mononucleaires du sang peripherique PBMNC (peripheral blood mononuclear cells) de 
composition approximative suivante : 70 % de lymphocytes, 25 % de monocytes et 5 % de granulocytes 
(comptage des cellules a I'aide du compteur de cellules Coulter-Modele S-Plus IV) 

Les cellules sont recueillies dans un flacon de 250 ml, puis centrifugees a 300 g pendant 10 min a 
37 °C. Le surnageant est elimine et le culot de cellules est rince avec 50 ml de milieu a base de glucose, 
25 sels mineraux, acides amines et vitamines, appele milieu RPMI (milieu RPMI 1640 de Gibco BRL), puis de 
nouveau centrifuge dans les memes conditions. 

Le culot de cellules est alors repris avec 500 ml du milieu RPMI complete avec 10 % de serum de 
veau foetal (Gibco BRL- ref. 013-06290H), additionne de 10 unites de penicilline et de 10 ug de 
streptomycine (solution de penicilline/streptomycine de Gibco ref. 043-051 4GD) par ml de milieu ainsi que 
30 de L-glutamine (Gibco BRL-ref. 043-05030D) jusqu'a 2ml\/l final. 

Une partie de la suspension cellulaire est repartie en vue de la separation des cellules adherentes et 
des cellules non adherentes, a raison d'environ 100 ml par boUe, dans quatre grandes boHes de culture 
carrees (245 x 245 x 20 mm-Nunc - ref. 166508) et incubee pendant 1 h a 37°C. On sait en effet que la 
plupart des cellules monocytaires adherent a la boTte de culture tandis que la plupart des cellules 
35 lymphocytaires restent en suspension. 

Les cellules non adherentes sont aspirees a I'aide d'une pipette et cultivees dans des flacons de 
culture du type Falcon de surface 175 cm^ en presence de milieu RPMI complete comme decrit ci-dessus, 
additionne de 10 ng/ml de phorbol myristate-2 acetate-3 (PMA) (Sigma-ref. P8139) et de 5 ug/ml de 
phytohemaglutinine (PHA-P) (Sigma-ref. L8754), a 37° C en presence de 5 % de CO2 pendant 24 h. 
40 Sur les cellules adherentes on rajoute 100 ml de milieu RPMI complete comme decrit ci-dessus 
additionne de 10 ng/ml de PMA et de 5 txg/ml de PHA-P. Les cellules sont incubees a 37° C en presence 
de 5 % (v/v) de CO2 pendant 5 h. 

Le reste de la suspension cellulaire, appele ci-apres les cellules totales, est reparti dans 4 grandes 
boftes de culture carrees et incube en presence de milieu RPMI complete comme decrit ci-dessus, 
45 additionne de 10 ng/ml de PMA et 5 (xg/ml de PHA-P a 37° C en presence de 5 % (v/v) de CO2 pendant 5 
h pour les deux premieres boTtes et 24 h pour les deux autres. 

Environ 2 h avant la fin de I'incubation on ajoute dans le milieu de culture de ces differentes cellules 10 
u.g/ml de cycloheximide (Sigma ref. C6255) (inhibiteur de traduction qui augmente la stabilite des ARN des 
cytokines : cf. Lindsten et al, 1989, Science, 244, 339-344) et I'incubation est poursuivie pendant 2 h a 
50 37 °C. 

2) Preparation de I'ARN messager : 

a) Extraction de I'ARN messager 

55 

Les cellules sont recuperees de la fagon suivante : 
- les cellules adherentes sont lavees 2 fois avec du tampon PBS (Phosphate buffered saline ref. 
04104040-Gibco BRL) puis grattees avec un grattoir en caoutchouc et centrifugees. On obtient ainsi 
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un culot cellulaire, appele culot A. 
- pour les cellules non adherentes, apres agitation du flacon contenant la suspension des cellules, la 
suspension cellulaire est prelevee et centrifugee. On obtient ainsi un culot cellulaire, appele culot 
cellulaire NA. 

5 - pour les cellules totales, la fraction adherente est lavee 2 fois avec du tampon PBS et grattee comme 
precedemnnent puis centrifugee. La fraction non adherente est centrifugee. Les deux culots cellulaires 
obtenus seront reunis par la suite. Leur reunion est appelee culot cellulaire T(5 h) pour les cellules 
totales incubees pendant 5 h et T(24 h) pour les cellules totales incubees pendant 24 h. 
Les culots cellulaires A, NA, T(5 h) et T(24 h) sont congeles et conserves a -80 ° C. 
10 Chaque culot cellulaire congele est nnis en suspension dans le tampon de lyse de composition suivante 
: guanidine- thiocyanate 5M ; Tris-(hydroxy-methyl)-aminomethane SOrnM pH 7,5 EDTA lOmM. La suspen- 
sion est broyee a I'aide d'un broyeur Ultra Turax n° 231 256 (Janke et Kunkel) a puissance maximale 
pendant 4 cycles de 20 s. On ajoute du i3-mercaptoethanol jusqu'a 0,2M et on refait un cycle de 30 s. On 
ajoute du chlorure de lithium jusqu'a 3M. On refroidit la suspension a 4°C et on la laisse reposer a cette 
75 temperature pendant 48 h. L'ARN est ensuite isole par centrifugation pendant 60 min. Le culot d'ARN est 
lave une fois avec une solution de chlorure de lithium 3M, recentrifuge, puis repris dans un tampon de 
composition suivante : SDS 1 %, EDTA 5mM et Tris HOI lOmM pH 7,5, additionne de 1 mg/ml de 
proteinase K (Boehringer Mannheim, GmbH). Apres incubation a 40°C pendant 1 h, la solution d'ARN est 
extraite avec un melange phenol/chloroforme. On precipite a -20 ° C I'ARN contenu dans la phase aqueuse 
20 a I'aide d'une solution d'acetate d'ammonium 0,3M final et 2,5 volumes d'ethanol. On centrifuge a 15 000 g 
pendant 30 min et on garde le culot. 

b) Purification de la fraction poly A+ de I'ARN 

25 Le culot est repris dans 1 ml de tampon de composition Tris-HCI lOmM pH 7,5 EDTA ImM, appele 
tampon TE et mis en suspension par agitation au vortex. L'oligo dT-cellulose type 3 (commercialise par 
Collaborative Research Inc, Biomedicals Product Division) est prepare suivant les recommandations du 
fabricant. L'ARN est depose sur l'oligo dT-cellulose, agite doucement pour mettre en suspension les billes, 
puis chauffe pendant 1 min a 65 °C. 

30 La suspension est ajustee a 0,5 M NaCI, puis mise a agiter doucement pendant 10 min. La suspension 
est alors centrifugee pendant 1 min a 1000 g, le surnageant est elimine, le culot est lave 2 fois avec 1 ml 
de tampon TE contenant 0,5 M NaCI. Les surnageants sont elimines. L'elution de la fraction polyadenylee 
des ARN (constituee des ARN messagers) est obtenue par suspension des billes dans 1 ml de tampon TE, 
puis chauffage de cette suspension a 60°C pendant 1 min, suivie d'une agitation pendant 10 min sur 

35 plaque basculante. On centrifuge ensuite pendant 1 min a 1000 g, ce qui permet de recuperer le 
surnageant contenant des ARN messagers libres en solution. L'ensemble des operations ci-dessus (a partir 
de l'elution) est repete 2 fois. Les surnageants ainsi obtenus sont rassembles, on elimine les billes 
residuelles par centrifugation et on precipite le surnageant avec 3 volumes d'ethanol et une solution de 
NaCI a 0,3M final. 

40 On obtient ainsi a partir des culots cellulaires A, NA, T(5 h) et T(24 h), quatre echantillons d'ARN-poly 
A+, nommes par la suite ARN-poly A+-A, ARN-poly A+-NA; ARN-polyA+-T(5 h) et ARN-poly A+-T(24 h). 

SECTION 2 : Preparation d'une banque d'ADN complementaire enrichie en sequences specifiques des 
cellules mononucleaires du sang peripherique 

45 

1) Construction du vecteur de clonage pSEI : 

La strategic mise en oeuvre fait appel a des fragments obtenus a partir de plasmides preexistants 
accessibles au public et a des fragments prepares par voie de synthase selon les techniques maintenant 
50 couramment utilisees. Les techniques de clonage employees sont celles decrites par Sambrook et al, dans 
"Molecular Cloning, a Laboratory manual" (Cold Spring Harbor Laboratory, 1989). La synthese des 
oligonucleotides est realisee a I'aide d'un synthetiseur d'ADN Biosearch 8700. 
La description ci-apres sera mieux comprise en reference a la figure Ig. 
Ce plasmide a ete construit par ligations successives des elements suivants : 
55 a)- un fragment Pvull-Pvull - symbolise par + + + + + + + sur la figure la - de 2525pb, obtenu par 
digestion complete du plasmide pTZ18R (Pharmacia) a I'aide de I'enzyme de restriction Pvull. Ce 
fragment contient I'origine de replication du phage f1 (notee ORI F1 sur la figure Ig), un gene (note 
Amp'' sur la figure la) portant la resistance a I'ampicilline et I'origine de replication (notee ORI pBR322 
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sur la figure la) permettant la replication de ce plasmide dans E. coli . Le prennier site franc Pvull 
disparaft par ligation avec le site franc EcoRV (qui disparait egalement) du fragment decrit en g). 

b) - un fragment Pvull-Hpal - symbolise par h sur la figure 1a - de 1060 pb de I'ADN d'adenovirus type 
5 entre les positions 11299 (site de restriction Pvull) et 10239 (site de restriction Hpal) (Dekl<er et Van 

5 Ormondt, Gene, 27, 1984, 115-120) contenant I'information pour les ARN VA-I et VA-II. Le site franc Hpal 
disparaft par ligation avec le site franc Pvull (qui disparaft egalement) du fragment decrit en c). Le site 
Apal en position 11 218 a ete enleve par clivage a I'aide de I'enzyme Apal, traitement a I'aide de 
rexonuclease : ADN polymerase du phageT4 et religation. 

c) - un fragment Pvull-Hindlll - symbolise par //////// sur la figure la - de 344 pb, issu de I'ADN du virus 
70 SV40 obtenu par digestion complete a I'aide des enzymes de restriction Pvull et Hindlll. Ce fragment 

comporte I'origine de replication et le promoteur precoce de I'ADN du virus SV40 (ref. B.J. Byrne et al., 
Proc. Ntl. Acad. Sci. USA (1983), 80, 721-725). 

Le site Hindlll disparaft par ligation avec le site liant a Hindlll du fragment decrit en d). 

d) - un fragment synthetique "site liant a Hindlll" - Hindlll - symbolise par ^= sur la figure Ig - de 419 
75 pb dont la sequence, donnee sur la figure lb, contient une sequence proche de la sequence 5' non 

traduite du virus HTLV1 (R. Weiss et al, "Molecular Biology of Tumor Viruses - part 2-2^ ed - 1985 - 
Cold Spring Harbor Laboratory - p. 1057) et I'intron distal du gene de I'a-globine de souris (Y. Nishioka 
et al, 1979, Cell, 18, 875-882). 

e) - un fragment synthetique Hindlll-"site liant a BamHI" - symbolise par XXXXXXX sur la figure Ig - 
20 contenant le promoteur de I'ARN-polymerase du phage T7 ainsi qu'un polylinker contenant notamment 

les sites de clonage Apal et BamHI, dont la sequence est representee sur la figure 1c. 

f) - un fragment BamHI-Bcll de 240 pb - represente par sur la figure Ig -, petit fragment obtenu par 
digestion complete a I'aide des enzymes Bell et BamHI du virus SV40 qui contient le site de 
polyadenylation tardif de ce dernier. (M. Fitzgerald et al., Cell, 24, 1981, 251-260). Les sites BamHI et 

25 Bell disparaissent par ligations avec respectivement le "site liant a BamHI" du fragment decrit en e) et le 
site BamHI (qui disparaft egalement) du fragment decrit en g). 

g) - un fragment BamHI-EcoRV - symbolise par 000000 sur la figure Ig -de 190 pb, petit fragment issu 
du plasmide pBR322 apres digestion complete a I'aide des enzymes EcoRV et BamHI. 

Le plasmide pSEI comporte done les elements necessaires pour son utilisation comme vecteur de 
30 clonage dans E. coli (origine de replication dans E. coli et gene de resistance a I'ampicilline, provenant du 
plasmide pTZ18R) ainsi que comme vecteur d'expression dans les cellules animates (promoteur, intron, site 
de polyadenylation, origine de replication du virus SV40), et pour sa copie en simple brin dans un but de 
sequengage (origine de replication du phage f1). 

35 2) Constitution d'une banque d'ADN complementaire enrichie en sequences specifiques des cellules 
mononucleaires du sang peripherique : 

La technique de clonage utilisee est celle decrite par Caput et al, (technique de I'amorce-adaptateur 
(Primer-adapter) : Caput et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1986, 83, 1670-1674. 
40 Elle consiste d'une part a digerer le vecteur pSEI par Apal, ajouter une queue de polydC sur 
I'extremite 3' protuberante, puis a digerer les plasmides ainsi obtenus par I'endonuclease BamHI. Le 
fragment correspondant au vecteur est purifie sur colonne de Sepharose CL4B (Pharmacia). II comprend 
done une queue polydC a une extremite, I'autre extremite etant cohesive, du type BamHI. 

D'autre part, les ARN polyA+ obtenus a Tissue de la section 1 sent soumis a la transcription inverse a 
45 partir d'une amorce dont la sequence est la suivante 

5'<GATCCGGGCC CTTTTTTTTT TTT<3' 
Ainsi, les ADNc presentent a leur extremite 5' la sequence GATCC complementaire de I'extremite cohesive 
BamHI. 

Les hybrides ARN-ADN obtenus par action de la transcriptase inverse sont soumis a une hydrolyse 
50 alcaline qui permet de se debarrasser de I'ARN. Les ADNc simple brin sont alors soumis a un traitement a 
la terminate transferase, de fagon a ajouter des polydG en 3', et purifies par 2 cycles sur colonne de 
sepharose CL4B. 

Ces ADNc sont hybrides avec de rARN-polyA+ provenant de cellules de la lignee C0S3 (lignee de 
cellules de reins de singe exprimant I'antigene T du virus SV40 : cf. Y. Gluzman, 1981, Cell, 23, 175-182), 
55 preparees comme decrit dans la section 1 2). 

Les ADNc non hybrides sont isoles (fraction enrichie en ADN complementaire aux ARN messagers 
specifiques des cellules mononucleaires du sang peripherique). 
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Ces ADNc sont inseres sous forme simple brin dans le vecteur pSEI. Un second oligonucleotide 
(I'adaptateur) complementaire de I'amorce est necessaire pour generer un site BamHI a I'extremite 5' des 
ADNc. Apres hybridation du vecteur, de I'ADNc et de I'adaptateur, les molecules recombinantes sont 
circularisees par Taction de la ligase du phage 14. les regions simple brin sont alors reparees grace a 
5 I'ADN polymerase du phage T4. Le pool de plasmides ainsi obtenu sert a transformer la souche E. coli MC 
1061 (Casabadan et S. Cohen, J. Bact. (1980), 143, 971-980) par electroporation. 

Protocole de preparation de la banque d'ADN complementaire 

10 a) Preparation de I'ADN complementaire 

A partir de 5 ug des ARN-poly A+ de cellules mononucleaires de sang peripherique obtenus a Tissue 
de la section 1 de composition suivante : ARN-poly A+ A : 0,5 ug, ARN-poly A+ NA : 2 tig, ARN-poly A+ T- 
(5 h) : 2 tig et ARN-poly A+ T(24 h) : 0,5 tig, on prepare I'ADN complementaire simple-brin marque au ^^P- 

75 dCTP (I'ADN complementaire obtenu presente une activite specifique de 3000 dpm/ng) avec I'amorce 
synthetique de sequence suivante (comprenant un site BamHI) : 

5' < GATCCGGGCC CTTTTTTTTT TTT < 3' 
dans un volume de 100 ul de tampon de composition : Tris HCI SOmM pH8,3, MgCb 5mM, DTT lOmM, 
contenant 0,5 mM de chacun des desoxynucleotides trisphosphates, 100 uCi de dCTP a^^P et 100 U de 

20 RNasin (Promega). Apres 30 min d'incubation a 46°C avec 100 unites de Tenzyme transcriptase inverse 
(Genofit-EI 022) on ajoute 4 ml d'EDTA 0,5M. On extrait une premiere fois avec du phenol (sature en 
tampon TE) puis une seconde fois avec du chloroforme. On ajoute 10 tig d'ARN de transfert de foie de 
veau, 1/10 de volume d'une solution d'acetate d'ammonium lOM et 2,5 volumes d'ethanol pour precipiter 
I'ADN complementaire. On centrifuge, on dissout le culot dans 30 til de tampon TE puis on retire les petites 

25 molecules telles que sels, phenol et chloroforme par chromatographie d'exclusion sur une colonne de 
polyacrylamide P10 (Biogel P10-200-400mesh, ref. 1501050-Biorad). 

b) Hydrolyse alcaline de la matrice ARN 

30 On ajoute 4,6 til d'une solution de NaOH 2N, on incube pendant 30 min a 68°C, puis on ajoute 4,6 u\ 
d'acide acetique 2N et on fait passer la solution obtenue sur une colonne de polyacrylamide P10. 

c) Addition homopolymerique de dG 

35 On allonge I'ADN complementaire en 3' avec une "queue" de dG avec 66 unites de Tenzyme terminale 
transferase (Pharmacia 27073001). On incube dans 60 til de tampon de composition : Tris HCI 30mM 
pH7,6 ; chlorure de cobalt ImM, acide cacodylique 140mM, DTT 0,1 mM, dGTP 1 mM, pendant 30 min a 
37 ° C, puis on ajoute 4 ul d'EDTA 0,5M. 

40 d) Purification sur colonne de sepharose CL4B 

Afin d'eliminer I'amorce synthetique, on purifie I'ADN complementaire sur deux colonnes successives 
de 1 ml de sepharose CL4B (Pharmacia), equilibrees avec une solution NaOH 30mM/EDTA 2mM. 

Les trois premieres fractions radioactives (d'environ 80 til chacune) sont regroupees et precipitees avec 
45 1/10 de volume d'une solution d'acetate d'ammonium 10 M et 2,5 volumes d'ethanol. La quantite d'ADN 
complementaire est de 1 tig. 

e) Hybridation 

50 Le culot d'ADN complementaire est mis en suspension dans 25 til de tampon TE, on ajoute 15 tig 
d'ARN-polyA+ extrait de cellules de la lignee COS, puis 1/10^""^ de volume d'une solution de NaCI 3M, 2,5 
volumes d'ethanol et on laisse precipiter a -20 °C. 

On centrifuge, on lave a Tethanol 70 %, on seche, on dissout le culot dans 5 til de tampon de 
composition suivante : Tris-HCI 0,1 M pH 7,5 ; NaCI 0,3M, EDTA ImM, on met la solution obtenue dans un 
55 tube capillaire que Ton scelle, puis on incube a 65 ° C pendant 40 h. 

On dilue le contenu du capillaire dans 100 ul de tampon TE auquel on ajoute 300 ul de tampon 
phosphate de sodium 50mM pH6,8. On fait passer la solution obtenue sur une colonne d'hydroxyapatite 
(Biorad ref. 130.0520) a 60 °C, equilibree avec ce tampon phosphate. On separe le simple brin (I'ADN 
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complementaire non-hybride) et le double brin (ARN messager de COS hybride a I'ADN complementaire) 
par un gradient de tampon phosphate de 0,1 M a 0,2M a travers la colonne d'hydroxyapatlte. On regroupe 
les fractions correspondant a I'ADN complementaire simple brin (25 % en poids de I'ADNc elue, ce qui 
correspond a un enrichissement d'environ 4 fois en sequences specifiques de cellules mononucleaires du 

5 sang peripherique), on ajoute 20 (xg d'ARN de transfert, on precipite le volume total avec l/IO^'"^ de volume 
d'une solution d'acetate d'ammonium 10M et 2,5 volumes d'ethanol. On centrifuge, le culot est dissout dans 
200 Hi de TE, on retire le phosphate residuel sur polyacrylamide P10, on precipite de nouveau avec 1/10^"*^ 
de volume d'une solution d'acetate d'ammonium 10M et 2,5 volumes d'ethanol. 

Le culot est dissout dans 30 txl d'une solution de NaOH 30mM ; EDTA 2mM. On charge I'ADN 

70 complementaire sur une colonne de sepharose CL4B (Pharmacia) de 1 ml, equilibree avec une solution de 
NaOH 30mM ; EDTA 2mM, afin d'eliminer le reste d'amorce synthetique. On regroupe les 3 premieres 
fractions radioactives d'environ 80 ixl chacune. On precipite I'ADNc contenu dans ces fractions avec 1/10^""^ 
de volume d'une solution d'acetate d'ammonium 10 M et 2,5 volume d'ethanol. La quantite d'ADN 
complementaire ainsi recuperee est de 20 ng. 

75 

f) Appariement du vecteur de clonage PSE1 et de I'ADN complementaire en presence de I'adaptateur 

On centrifuge, le culot est dissout dans 33 ul de tampon TE, on ajoute 5 ul (125 ng) de vecteur de 
clonage pSEI, 1 ul (120 ng) de I'adaptateur de sequence suivante (comprenant un site Apal), 
20 5' AAAAAAAAAA AAAGGGCCCG 3' 

10 Ul d'une solution de NaCI 200mM, on incube pendant 5 min a 65°G puis on laisse refroidir le melange 
reactionnel jusqu'a temperature ambiante. 

g) Ligation 

25 

On ligue le vecteur de clonage et I'ADNc simple brin dans un volume de 100 ul avec 32,5 unites de 
I'enzyme ADN ligase du phage T4 (Pharmacia ref : 270 87002) pendant une nuit a 15°C dans un tampon 
de composition : Tris HOI 50ml\/l pH7,5, MgCb lOmM, ATP ImM. 

30 h) Synthese du deuxieme brin de I'ADNc 

On elimine les proteines par extraction au phenol suivie d'une extraction au chloroforme, puis on ajoute 
l/IQeme yolumo d'uno solution d'acetate d'ammonium 10 mM, puis 2,5 volumes d'ethanol. On centrifuge, 
le culot est dissous dans le tampon de composition Tris acetate pH 7,9 33 mM, acetate de potassium 62,5 

35 mM, acetate de magnesium 1 mM et dithiothreitol (DTT) 1 mM, le deuxieme brin d'ADN complementaire 
est synthetise dans un volume de 30 ul avec 30 unites de I'enzyme ADN polymerase du phage T4 
(Pharmacia, ref. 27-0718) et un melange de 1mM des quatre desoxynucleotides triphosphates de dATP, 
dCTP, dGTP et dTTP, ainsi que deux unites de la proteine du gene 32 du phage T4 (Pharmacia - ref. 27- 
0213), pendant 1 h a 37°C. On extrait au phenol et on retire les traces de phenol par une colonne de 

40 polyacrylamide P10 (Biogel PI 0-200-400 mesh- Ref 15011050 - Biorad). 

i) Transformation par electroporation 

On transforme des cellules E. coli MCI 061 (Clontech) avec I'ADN recombinant obtenu precedemment 
45 par electroporation a I'aide de I'appareil Biorad Gene Pulser (Biorad) utilise a 2,5 kV dans les conditions 
prescrites par le fabricant, puis on fait pousser les bacteries pendant 1 heure dans du milieu dit milieu LB 
(Sambrook, op cite) de composition : bactotryptone 10 g/l ; extrait de levure 5 g/l ; NaCI 10 g/l, puis 
pendant 6 h 30 dans le milieu LB additionne de 100 ug/ml d'ampicilline. 

On determine le nombre de clones independants en etalant une dilution au l/IOOO^'"^ de la transforma- 
50 tion apres la 1ere heure d'incabution sur une botte de milieu LB additionne de 1,5 % d'agar (p/v) et de 100 
ug/ml d'ampicilline, appele par la suite milieu LB gelose. Le nombre de clones independants est de 500 
000. 
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SECTION 3 : Criblage de la banque d'ADN complementaire soustraite et selection du clone NC30 
1) Realisation des repliques des colonies bacteriennes de la banque d'ADNc sur filtre de nylon : 

5 On distribue environ 40 000 bacteries recombinantes de la banque d'ADNc sur des boTtes de Petri de 
(245 X 245 mm) contenant du milieu LB gelose (environ 2000 colonies/bofte). 

A partir de chacune de ces boTtes, on realise un transfert des colonies sur une membrane de nylon 
(Hybond N-Amersham) par depot de la membrane sur la surface de la boTte et mise de reperes par 
pergage de la membrane a I'aide d'une aiguille. La membrane est ensuite retiree et deposee sur la surface 

10 d'une nouvelle bolte de Petri contenant du milieu LB gelose. On laisse pendant quelques heures a 37°C 
pour obtenir la repousse des colonies. A partir de cette premiere membrane on realise quatre repliques sur 
de nouvelles membranes (prealablement deposees sur du milieu LB gelose pour les humidifier) par 
contacts successifs avec la premiere membrane. Les repliques sur membrane obtenues sent finalement 
deposees sur des boTtes de milieu LB gelose et mises a incuber pendant une nuit a 30°G. 

75 Les repliques sur membrane sont deposees avec les colonies vers le haut, sur une feuille de Whatman 
3MM saturee avec une solution de composition : NaOH 0,5M ; NaCI 1,5M, pendant 5 min, ce qui permet de 
lyser les bacteries et de fixer I'ADN. Les repliques sur membrane sont ensuite posees sur une deuxieme 
feuille de Whatman 3MM , saturee cette fois avec une solution neutralisante de composition : NaCI 1,5M ; 
Tris-HCI pH8, 0,5M pendant 5 min. Les repliques sur membrane sont ensuite plongees dans une solution 

20 de 2 X SSC (composition de la solution SSC : NaCI 0,1 5M ; citrate de sodium 0,01 5M) et les debris 
bacteriens sont partiellement elimines en frottant doucement a I'aide d'ouate de nettoyage. 

On traite ensuite les repliques sur membrane avec de la proteinase K (Boehringer Mannheim GmbH) a 
100 ug/ml dans une solution de composition : Tris-HCI lOmM pH8 ; EDTA lOmM ; NaCI 50mM ; SDS 0,1 
% a raison de 20 ml par membrane. On incube pendant 30 min a 37 ° C avec agitation. Les repliques sur 

25 membrane sont de nouveau plongees dans une solution de 2 x SSC pour eliminer definitivement toute trace 
de debris bacteriens. Elles sont finalement mises a secher sur du papier filtre pendant quelques minutes 
puis pendant 30 min sous vide a + 80°C. On obtient ainsi, pour chaque boTte, quatre repliques sur 
membrane, appelees par la suite replique 1, replique 2, replique 3 et replique 4. 

30 2) Preparation de I'ARN utilise pour la fabrication des sondes ADNc : 

a) Culture et stimulation des cellules mononucleaires du sang peripherique a I'aide de PMA, (PMA et anti- 
CD28), (PMA, PHA-P et cyclosporine A) ou (PMA et PHA-P) : 

35 Les cellules non adherentes sont preparees comme decrit precedemment (section 1,1). Elles sont 
cultivees pendant 5 h en flacons de type Falcon de surface 175 cm^ en presence du milieu RPMI complete 
avec 10 % de serum de veau foetal (Gibco BRL-Ref. 013-06290H), additionne de 10 unites de penicilline et 
de 10 ug de streptomycine (solution de penicilline/streptomycine de Gibco-Ref. 043-051 40D) par ml de 
milieu ainsi que de L-glutamine (Gibco BRL-Ref. 043-05030D) jusqu'a 2 mM final. Les cellules sont 

40 stimulees pendant 5 h dans I'une des conditions de stimulation 1) 2) 3) et 4) suivantes : 

1) en presence de 10 ng/ml de phorbol myristate-2 acetate-3 (PMA) (Sigma, ref. P8139) 

2) en presence de 10 ng/ml de PMA et de 1 w,g/ml de I'anticorps monoclonal anti-CD28 (Reactifs et 
Systemes S.A. ref. ACM0280NC050) 

3) en presence de 10 ng/ml de PMA, de 5 ng/ml de phytohemaglutinine (PHA-P) (Sigma, ref. L8754) et 
45 de 1 ug/ml de cyclosporineA (Sandoz) 

4) en presence de 10 ng/ml de PMA et de 5 ug/ml de PHA-P 

II est en effet connu que I'addition de I'anticorps anti-CD28 augmente la quantite des ARN messagers 
de plusieurs cytol<ines, notamment riL-2, riFN7 le TNFa et le GMCSF par une augmentation de la stabilite 
de leurs ARN messagers (Lindsten T. et al, (1989), Science, 244, 339) dans les lymphocytes T, et que 
50 I'immunosuppresseur cyclosporineA inhibe I'augmentation des ARN messagers des cytokines induites par 
I'activation avec PMA et PHA-P dans les lymphocytes T (Thompson C.B. et al, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 86, 1333-1337). 

Les cellules sont recueillies dans les conditions de stimulation ci-dessus et on retient les culots 
cellulaires, appeles respectivement, culot cellulaire 1, culot cellulaire 2, culot cellulaire 3 et culot cellulaire 4. 
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b) Preparation de I'ARN poly A+ 

A partir des culots cellulaires ci-dessus, I'ARN est extrait et la fraction polyA^ est purifiee comnne decrit 
dans la section 1-2) a) et b). On obtient ainsi quatre fractions ARN-polyA+, appelees respectivement fraction 
5 polyA+1, fraction polyA+2, fraction polyA+3 et fraction polyA+4. 

3) Preparation des sondes ADNc radiomarquees : 

Les sondes ADNc radiomarquees, appelees respectivement sonde 1 , sonde 2, sonde 3 et sonde 4, sont 
70 synthetisees a partir des quatre fractions ARN-polyA+ ci-dessus, preparees comme decrit ci-apres. 

1 ug d'ARN polyA+ est hybride avec 200 ng d'oligo dTi2-i8 (Pharmacia) dans 2 a 3 ul de tampon de 
composition Tris-HCI pH 7,5 50 mM et EDTA 1 mM, par incubation pendant 2 min a 65 °C et refroidisse- 
ment jusqu'a temperature ambiante. La synthese de I'ADNc radiomarque est realisee dans un volume 
reactionnel de 10 ixl en tampon de composition : Tris-HCI 50mM pH8,3 ; MgCb 5mM ; dithiotlireitol lOmM, 
75 contenant 500 ixM de chacun des 3 desoxynucleotides triphosphates dATP, dGTP et dTTP (Pharmacia), 10 
uM de dCTP et 150 uCi de dCTP a32P (3000 Ci/ mmol-Amersham) et 40 unites de RNasine (inhibiteur de 
RNAse-Genofit). La reaction s'effectue a 46 °C pendant 30 min en presence de 10 a 20 unites de 
transcriptase inverse (Genofit) . Cette synthese est suivie de I'hydrolyse alcaline de I'ARN par une solution 
de NaOH 0,3M dans un volume final de 20 til pendant 30 min a 65 °C. On neutralise par ajout d'acide 
20 acetique 3M. On ajuste le volume a 50 ul avec du milieu TE. On fait une extraction avec un meme volume 
de phenol suivie d'une deuxieme extraction avec un meme volume d'un melange chloroforme/ isoamylal- 
cool (dans les proportions respectives 24/1). On elimine le dCTP ci32P non incorpore lors de la synthese du 
brin ADNc par chromatographic d'exclusion sur une colonne de polyacrylamide P10 (Biogel-200-400 mesh- 
Biorad). 

25 La quantite d'ADNc est de 60 a 100 ng possedant une activite specif ique de 1 x 10^dpm/ug. 

4) Hybridation des repliques des colonies bacteriennes avec les sondes ADNc : 

Les repliques sur membrane sont prehybridees pendant 2 h a 42°C dans un tampon de composition : 
30 50 % formamide ; 6 x SSC ; 5 x solution de Denhardt ; 0,1 % SDS et 100 ug/ml d'ADN de sperme de 
saumon sonique, rajoute apres denaturation pendant 10 min a 100°C. Les repliques sur membrane sont 
hybridees pendant deux jours : la replique 1 avec la sonde 1, la replique 2 avec la sonde 2, la replique 3 
avec la sonde 3 et la replique 4 avec la sonde 4, ces sondes etant utilisees a une concentration de 4 ng/ml 
dans le tampon ci-dessus. La 5 x solution de Denhardt (of. Sambrook , op. cite) a la composition : Ficoll 
35 (type 400-Pharmacia) 1 g/l, polyvinylpyrrolidone 1 g/l et la serumalbumine bovine (BSA) 1 g/l. 

Les prehybridation et hybridation s'effectuent en tubes dans un four a hybrider (Hybaid) avec 
respectivement 25 ml et 10 ml de tampon par membrane. 

Ensuite les repliques sur membrane sont successivement lavees plusieurs fois pendant 15 min a 20°C 
dans le tampon de composition 2 x SSC ; 0,1 % SDS, puis deux fois pendant 15 min dans une solution 0,1 
40 X SSC, 0,1 % SDS a 55 °C, sechees sur papier Whatman 3MM et autoradiographiees sur films Kodal< 
XAR5. 

5) Hybridation avec un melange d'oligonucleotides correspondant a la plupart des cytokines connues : 

45 Pour identifier les clones qui contiennent les ADN complementaires aux ARN messagers des cytokines 
connues, une autre serie de repliques sur membrane, preparees comme decrit ci-dessus, est hybridee avec 
un melange - appele melange C - de 28 oligonucleotides comportant chacun 20 nucleotides, correspondant 
aux ADN complementaires des cytokines suivantes : 

lnterleukine-1 a(Furutani Y. et al, 1985, Nucl. Ac. Res., 13, 5869-5882), lnterleukine-1 ;8(Auron P. et al, 1984, 
50 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 7907-7911), lnterleukine-2 (Degrave W. et al, 1983, EMBO J., 2, 3249-3253), 
lnterleukine-3 (Yang Y.C. et al. Cell, 1986, 47, 3-10), lnterleukine-4 (Yohoto T. et al, 1986, Proc. Ntl. Acad. 
Sci., 83, 5894-5898), lnterleukine-5 (Hirano T. et al, 1986, Nature, 324, 73-75), Interleukine- 6 (May L. et al, 
1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 8957-8961), lnterleukine-7 (Namen A. et al, 1988, Nature, 333, 571- 
573), lnterleukine-8 (Matsushima K. et al, 1988, J. Exp. Med., 167, 1883-1893), lnterleukine-9 (Yang Y.C. et 
55 al, 1989, Blood, 74, 1880-1884), TNFa (Pennica D. et al, 1984, Nature, 312, 724-729), TNF;8 (Gray P. et al, 

1984, Nature, 312, 721-724), GCSF (Nagata S. et al. Nature, 1986, 319, 415-418), MCSF (Kawasaki E. et al, 

1985, Science, 230, 291-296), GMCSF (Wong G. et al, 1985, Science, 228, 810-815), LIF (Gough N. et al, 
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 2623-2627), Interferon al, 1981, Nature, 290, 20-26), Interferon 0^ 

16 



EP 0 506 574 B1 



(Taniguchi T. et al, 1980, Gene, 10, 11-15), Interferon 7 (Gray P. et al, 1982, Nature, 295, 503-508), TGFa- 
(Derynck R. et al, 1984, Cell, 38, 287-297), TGF;81 (Derynck R. et al, 1985, Nature, 316, 701-705), bFGF 
(Prats H. et al, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 1836-1840), Erythropoietine (Jacobs K. et al, 1985, 
Nature, 313, 806-810), BCGF (Sharma S. et al, 1987, Science, 235, 1489-1492), MIF (Weiser W. et al, 1989, 
5 Proc. Natl. Acad. Sci USA, 86, 7522-7526), MCP-1 (Yoshimura T. et al, FEBS Lett., 244, 487-493), 
Oncostatine-M (Malik N. et al, 1989, Mol. Cell. Biol., 9, 2847-2853) et EDF (Murata M. et al, 1988, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 85, 2434-2438). 

Ces oligonucleotides, fabriques a I'aide du synthetiseur d'ADN Biosearch 8700, sont couples avec de la 
peroxydase de raifort EG 1.11.17 (Boehringer Mannheim-Ref. 814-407) selon le protocole suivant : 
70 - on fait reagir sur la colonne de synthese les oligonucleotides avec du carbonyl-diimidazole (Aldrich - 
11, 553-3) et du diamino-1 ,6-hexane (Aldrich - HI. 169-6) selon la methode de Wachter et al, 1986, 
Nucl. Ac. Res., 14, 7985-7994. 

- apres deprotection des bases et clivage du support par traitement annmoniacal les oligonucleotides 
sont purifies sur une resine d'echange d'ions (Quiagen - Diagen-500051) avec changement du contre- 

75 ion ammonium en ion lithium. 

- les 5'-amino-oligonucleotide8 sont couples a la peroxydase de raifort (Boehringer Mannheim-Si 4407) 
selon la methode de M. Urdea et al, Nucl. Ac. Res., 1988, 16, 4937-4956. 

Le melange d'oligonucleotides s'hybride avec environ 10 % des clones de la banque. 

Les clones donnant un signal autoradiographique plus fort avec la sonde 2 qu'avec la sonde 1 , plus 
20 fort avec la sonde 4 qu'avec la sonde 1 et plus fort avec la sonde 4 qu'avec la sonde 3 et ne s'hybridant 
pas avec le melange C ont ete partiellement sequences comme decrit dans la section 4 ci-apres. Deux de 
ces clones, appeles par la suite clones NC30 et NC30-bis, ont ainsi ete retenus. Ces clones contiennent 
respectivement un plasmide appele pSE1-NC30 et un plasmide appele pSE1-NC30-bis. 

25 SECTION 4 : Expression de I'ARN messager du clone NC-30 dans les cellules mononucleaires du sang 
peripherique 

Les cellules non adherentes (constituees principalement de lymphocytes) sont preparees comme decrit 
dans la section 1-1) et stimulees comme decrit dans la section 3-2)-a) avec, en plus, des cellules temoins 

30 non stimulees (conditions de stimulation 0)). Les ARN messagers de ces cellules dans 5 conditions de 
stimulation sont prepares comme decrit dans I'exemple 1-2)-a) et analyses par electrophorese sur gel 
d'agarose 1 % en presence de formaldehyde (Sambrook, op cite), suivie d'un transfert sur membrane de 
nylon (Hybond N + - Amersham) et hybridation selon le protocole decrit ci-apres. 

Cette membrane est hybridee avec une sonde radiomarquee avec du dCTPc«32P fabriquee a partir de 

35 I'ADNc NC30 (Amersham) par coupure partielle de ce dernier a I'aide de la DNAse I, suivie d'une 
polymerisation a I'aide de I'enzyme ADN polymerase I (technique dite de "nick-translation" ou deplacement 
de cesure), comme decrit par Sambrook et al, op cite. L'hybridation se fait a 42°C pendant 16 h en milieu 
aqueux contenant 50 % de formamide, 1M de NaCI, une solution de 5 x Denhardt et 0,1 % de SDS. Les 
membranes sont lavees plusieurs fois a temperature ambiante avec une solution 2 x SBC contenant 0,1 % 

40 de SDS, puis lavees deux fois a 50°C pendant 15 min avec une solution 0,1 x SSC contenant 0,1 % de 
SDS. La solution de 5 x Denhardt a la composition suivante : Ficoll (type 400 - Pharmacia) 1 g/l, 
polyvinylpyrrolidone 1 g/l et BSA 1 g/l. La solution 1 x SSC contient 0,1 5M de NaCI et 0,01 5M de citrate de 
sodium. 

On constate pour les cellules non stimulees et pour les cellules stimulees dans les conditions 1), 2), 3) 
45 et 4) une bande autoradiographique correspondant a un ARN d'environ 1 ,4 kb. L'expression de cet ARN est 
augmentee en presence de PMA (bande d'intensite au moins 5 fois plus forte pour la condition de 
stimulation 1) que pour la condition de stimulation 0)), cette augmentation etant amplifiee avec la presence 
supplementaire de PHA-P ou d'anti-CD28 (bandes d'intensite environ 5 fois plus forte pour les conditions 
de stimulation 2) et 4) que pour la condition de stimulation 1)) et non changee avec la presence 
50 supplementaire de PHA-P et de cyclosporine (bandes d'intensite semblable pour les conditions de 
stimulation 1) et 3)). 

On constate egalement dans une autre experience effectuee avec une population de lymphocytes T 
purifies (a plus de 95 %) l'expression de I'ARN messager NC30 apres costimulation avec le PMA et I'anti- 
CD28. 
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SECTION 5 : Sequengage et analyse de la sequence de I'ADNc du clone NC30 : 

1) Sequengage de I'ADNc du clone NC30 : 

5 a) preparation de I'ADN simple brin 

Le clone NC30 contient le vecteur pSE1, lequel porte un ADNc entre les sites Apal et BannHI, appele 
par la suite ADNc NC30. 

Le vecteur pSE1 , qui contient I'origine de replication du phage f1 pernnet de produire de I'ADN simple 
70 brin par culture du clone NC30 en presence du bacteriophage IVIISKO? (Pharmacia- ref : 27-1524) de la 
maniere suivante : 

Le clone NC30 est cultive, dans un tube de 15 ml, sous agitation a 37°C dans 2 ml de milieu 2 x YT 
de composition : bactotryptone 16 g/l, extrait de levure 10 g/l, NaCI 5 g/l (decrit dans Sambrook et al, op 
cite), complemente avec 0,001 % de thiamine et 100 ug/ml d'ampicilline jusqu'a une densite optique a 660 
75 nm d'environ 0,60. 

- 100 (xl de cette culture sont infectes avec du bacteriophage M13K07 (Pharmacia- ref : 27-1524) a une 
multiplicite d'infection de I'ordre de 10 dans un tube de 15 ml. La culture est mise a agiter a 37°C. 

- Au bout de 1 h, 2 ml de milieu sont ajoutes. La culture est alors mise a incuber pendant environ 16 h 
a 37 °C sous agitation. 

20 - 1 ,5 ml de la culture est centrifuge, dans un microtube, a 15 000 g pendant 2 min. 

- 1 ml de surnageant est transfere dans un microtube et additionne de 250 il\ d'une solution de 
polyethylene glycol de masse moleculaire 6000, 20 % contenant 2,5M de NaCI. Le melange est 
incube pendant 5 min a 4°C pour faciliter la precipitation du phage puis centrifuge pendant 5 min a 
15 000 g. Le surnageant est elimine et le culot phagique est remis en suspension dans 500 ul de 

25 tampon de composition Tris-HCI lOmM pH8, EDTA ImM. 

- La suspension est extraite une fois au phenol sature avec du Tris-HCI lOOmM pH8, puis deux fois au 
chloroforme. 

- La preparation est ensuite precipitee par adjonction de 1/10 de volume d'une solution d'acetate de 
sodium 3M pH4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol. La precipitation est realisee a -20 °C pendant un 

30 minimum de 20 min. L'ADN est centrifuge pendant 10 min a 15 000 g, le culot est lave avec une 

solution d'ethanol a 70 % puis remis en suspension dans 30 txl de tampon de composition : Tris-HCI 
lOmM pH8, EDTA ImM. 

b) sequengage 

35 

Les reactions de sequengage sont realisees a I'aide du kit de sequengage United States Biochemical 
(ref : 70770), qui utilise la methode de Sanger et al , Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 1977, 14, 5463-5467. Les 
amorces utilisees sont des oligonucleotides de 18 nucleotides, complementaires soit au vecteur pSEI dans 
la region immediatement en 5' de I'ADNc NC30, soit a la sequence de I'ADNc NC30. 

40 

2) Analyse de la sequence de I'ADNc NC30 : 

La description ci-apres sera mieux comprise a I'aide des figures 2, 3 et 4. 
Analyse de la sequence de I'ADNc NC30 
45 (1) L'ADNc NC30 comporte 1282 nucleotides et se termine par une sequence polyA 

(2) Ce nombre de nucleotides est en accord avec la faille de I'ARN messager correspondant (environ 1 ,4 
kb) (cf. section 4). 

(3) A la position 1264-1269 la sequence AATAAA, qui correspond a la sequence consensus decrite par 
M. Birnstiel et al, 1985, Cell, 41, 349 est un signal de polyadenylation. Aux positions 855-861, 872-878, 

50 1133-1139 et 1152-1158 on trouve des sequences de 7 nucleotides : TATTTAT, TATTTAA, AATTTAT et 
TATTTAA, contenant la sequence ATTTA correspondant au motif consensus d'instabilite AUUUA decrit 
par G. Shaw et al, 1986, Cell, 46, 659-667. L'ADN complementaire de la plupart des cytokines connues 
possedent une sequence correspondant a ce motif consensus d'instabilite. 

(4) La sequence d'ADN comporte une phase de lecture ouverte pour la traduction d'une proteine a partir 
55 de I'ATG en position 15-17 jusqu'au TGA a la position 453-455 qui correspond a un codon d'arret de la 

traduction. Dans cette phase de lecture il y a deux codons ATG aux positions 15-17 et 57-59, 
susceptibles d'initier la traduction, correspondant respectivement a des proteines traduites de 146 et 132 
acides amines. Parmi ceux-ci I'environnement nucleotidique de I'ATG aux positions 57-59 est celui qui 
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se rapproche le plus de la sequence consensus decrite par Kozak M., 1978,Cell, 15, 1109-1123, pour 
I'initiation de la traduction dans les cellules eucaryotes 

(5) Un logiciel de recherche de peptide signal, appele ci-apres logiciel PS, a ete developpe par la 
Demanderesse d'apres la nnethode et les informations decrites par Von Heijne, 1986, Nucl. Ac. Res. 14, 
5 483-490. Ce logiciel prevoit dans cette phase de lecture une region hydrophobe ressemblant a un 
peptide signal et quatre sites vraisemblables de clivage proteique, aux positions 74-75 (entre Thr et Thr), 
86-87 (entre Ala et Leu), 110-111 (entre Ala et Ser) et 116-117 (entre Pro et Gly). Le peptide signal prevu 
est connpris entre I'une des deux Met susceptibles d'initier la traduction et I'un de ces quatre sites de 
clivage. La proteine mature prevue (proteine traduite clivee de son peptide signal) comprend done une 
10 sequence de 126, 122, 114 ou 112 acides amines. 

Les memes previsions sont obtenues a I'aide du Logiciel UWGCG de I'Universite du Wisconsin : 
Devereux et al., 1984, Nucl. Ac. Res., 12, 871 1-8721 -Option : Recherche de peptide-signal d'apres la 
methode de G. von Heijne (reference ci-dessus) 

75 Comparaison aux autres sequences connues 

La sequence peptidique deja connue la plus proche de celle de la sequence de 112 acides amines de 
la proteine mature, est celle de la proteine de 132 acides amines deduite de I'ADNc de la proteine P 600 
de souris decrite par K.D. Brown et al, 1989, J. Imm., 142, 679-687. Cette proteine est exprimee dans une 

20 sous classe de lymphocytes T de souris : les cellules Th2, activees a I'aide de la concanavaline A. 

Une comparaison de ces sequences peptidiques a I'aide de la methode de Needleman et Wunsch, 
1970, J. Mol. Biol, 48, 443-453, mise en oeuvre dans le logiciel UWGCG de I'Universite du Wisconsin : 
Devereux et al, 1984, Nucl. Ac. Res. 12, 8711-8721, option GAP, montre que 63 acides amines sont 
identiques sur 112, soit une homologie d'identite d'environ 56 %. Cette methode algorithmique considere 

25 tous les alignements possibles et cree un alignement, represente sur la figure 3, dans lequel le plus 
possible d'acides amines identiques sont apparies et le nombre de trous dans les sequences alignees est 
minimal. 

Une comparaison des sequences nucleotidiques par cette methode montre une homologie d'identite 
d'environ 70 % entre la sequence codante de I'ADNc NC30 et I'ADNc de la proteine P600 de souris (cf. 
30 figure 4). 

3) Sequengage de I'ADNc du clone NC30-bis 

Le sequengage effectue comme en 1) ci-dessus a permis de retrouver pour I'ADNc du clone NC30-bis 
35 la memo sequence proteique que pour le clone NC30, a ['exception du 75eme acide amine traduit, qui est 
Asp code par GAC pour le clone NC30 et Gly code par GGC pour le clone NC30-bis. 

SECTION 6 : Analyse de la secretion dans les cellules COS de la proteine codee par I'ADNc NC30 

40 Les cellules COS sont des cellules de reins de singe exprimant I'antigene T du virus SV40 (Gluzman 
Y., Cell, 23, 1981, 175-182). Ces cellules, qui permettent la replication des vecteurs contenant I'origine de 
replication de I'ADN du virus SV40 (cas du vecteur pSEI) constituent des hotes de choix pour I'etude de 
I'expression de genes dans les cellules animates. 

45 1) Transfection des cellules COS et expression transitoire de la proteine codee par I'ADNc NC30 : 

5x10^ cellules COS sont ensemencees dans une boUe de Petri de 6 cm de diametre (Corning) dans 5 
ml de milieu modifie d'Eagle selon Dubelcco, ci-apres appele DMEM (le Dulbecco's Modified Eagle 
medium de Gibco ref.041-01965), lequel contient 0,6 g/l glutamine, 3,7 g/l NaHCOs et est complemente 

50 avec du serum de veau foetal (Gibco) a raison de 5 %. Apres environ 16 h de culture a 37°C dans une 
atmosphere contenant 5 % de dioxyde de carbone, le milieu de culture est enleve par aspiration et les 
cellules sont lavees avec 3 ml de tampon PBS (le Phosphate Buffered Saline de Gibco). On y ajoute alors 
le melange suivant : 1000 ii\ de (DMEM + 10 % serum de veau foetal (Gibco)), 110 ixl de diethylaminoe- 
thyl-dextrane de poids moleculaire moyen 500 000 (Pharmacia), a une concentration de 2 mg/ml, 1,1 ul de 

55 chloroquine lOOmM (Sigma) et 6 ug d'ADN plasmidique du clone NC30, prepare selon la technique de lyse 
alcaline suivie de la purification de I'ADN plasmidique sur un gradient de chlorure de cesium (Sambrook et 
al, op cite). Apres 5 h d'incubation a 37°C dans une atmosphere contenant 5 % de dioxyde de carbone, le 
melange est retire des cellules. On y ajoute alors 2 ml de tampon PBS contenant 10 % de dimethyl 
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sulfoxyde (qualite Spectroscopie, Merck). Apres 1 min d'incubation a la temperature ambiante, le melange 
est retire et les cellules sent lavees deux fois avec du PBS et sent incubees dans du milieu DMEM 
contenant 2 % de serum de veau foetal . L'incubation est poursuivie pendant 40 h a 37 °C sous 
atmospliere contenant 5 % de dioxyde de carbone. 
5 D'autre part, on a prepare des cellules COS temoins en effectuant les operations decrites ci-dessus 
avec I'ADN du plasmide pSE1 . 

2) Marquage des proteines : 

10 L'ensemble des operations decrites ci-dessous est effectue avec les cellules COS transfectees par 
I'ADN plasmidique du clone NC30 et les cellules COS temoins. 

Le milieu de culture est enleve par aspiration et les cellules sont lavees deux fois avec 3 ml de tampon 
PBS. On ajoute 5 ml de milieu MEM (Minimal Eagle's Medium) sans methionine (Gibco - ref.041-01900H), 
complete avec 3 g/ml de glucose et 4 mM de glutamine. On incube pendant 2 li a 37 °C. on enleve le 

75 milieu de culture et on rajoute 2 ml de meme milieu additionne de 200 uCi de methionine ^^S (ref. SJ1015 
Amersham). On incube pendant 6 h a 37° C. On preleve le milieu de culture, on le centrifuge pendant 5 min 
pour eliminer les debris cellulaires et les cellules en suspension, et on garde le surnageant. 

3) Analyse des proteines radiomarquees des cellules COS transfectees par electrophorese sur gel de 
20 polyacrylamide : 

On precipite 1 ml du surnageant des cellules COS transfectees et 9 ml d'acetone a -20 °C. On 
centrifuge et on recupere les culots de proteines. On les reprend dans un tampon de composition : Tris-HCI 
0,1 25M pH 6,8, SDS 4 %, glycerol 20 % et on chauffe a 100°C pendant 10 min. Une partie aliquote de la 
25 suspension obtenue, correspondant a une radioactivite de 200 000 cpm, est analysee par electrophorese 
sur un gel de polyacrylamide 15 % en presence de SDS, selon la technique decrite par U.K. Laemmli, Anal. 
Biochem., 1977, 78, 459. Le gel est seche sous vide. Les proteines radiomarquees sont revelees par 
autoradiographie. 

On constate sur I'autoradiogramme la presence de deux bandes surnumeraires pour les cellules 
30 transfectees par I'ADN plasmidique du clone NC30 par rapport aux cellules temoins : une bande nette de 
forte intensite correspondant a une masse moleculaire apparente de 9,0 ± 2 l<Da et une bande diffuse de 
faible intensite correspondant a une masse moleculaire apparente de 16,0 ± 2 kDa. Le clone NC30 code 
done pour une proteine secretee, appelee par la suite proteine NC30. La masse moleculaire apparente pour 
la forme de la proteine de I'invention correspondant a la bande de 9 ± 2 kDa est inferieure a la masse 
35 moleculaire calculee pour la proteine mature de 112 acides amines de 12 366 Da. Cette difference est 
probablement provoquee par une mobilite electrophoretique inattendue de cette forme de la proteine de 
rinvention. 

La bande de masse moleculaire apparente 16,0 + 2 kDa peut correspondre a une forme N-glycosylee 
de la proteine de I'invention. Celle-ci presente en effet quatre sites possibles de N-glycosylation soulignes 
40 en pointilles sur la figure 2 et correspondant a la sequence consensus decrite par Donner et al, 1987, J. 
Cell. Biol., 105, 2665. 

4) Mise en evidence de la N-glycosylation probable de la proteine de masse moleculaire apparente 16 ± 2 
kDa. 

45 

Le marquage des proteines est effectue comme en 2) ci-dessus mais en presence de 10 (xg/ml de 
tunicamycine (Sigma-ref. T7765), agent inhibiteur de la N-glycosylation des proteines. 
L'analyse des proteines sur gel de polyacrylamide est effectuee comme en 3). 

On constate sur I'autoradiogramme la presence d'une seule bande surnumeraire de 9 ± 2 kDa pour les 
50 cellules transfectees par I'ADN plasmidique du clone NC30, par rapport aux cellules temoins. Ces resultats 
montrent que la forme de la proteine recombinante observee en 3), qui correspond a une masse 
moleculaire de 16 ± 2 kDa est N-glycosylee. 

SECTION 7 : Production de la proteine NC30 dans les cellules COS 

55 

4,3 x 10^ cellules COS sont ensemencees dans un flacon de culture cylindrique, denomme habituelle- 
ment "roller", de surface 850 cm^ dans 150 ml de milieu DMEM , lequel contient 0,6 g/l glutamine, 3,7 g/l 
NaHCOa et est complemente avec du serum de veau foetal (Gibco) a raison de 5 %, puis tamponne avec 
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du dioxyde de carbone. 

Apres environ 16 h de culture a 37°C sur chassis roulant (vitesse de rotation d'environ 0,2 tr/nnin), le 
nnilieu de culture est enleve par aspiration et les cellules sent lavees avec du tampon PBS (Phosphate 
Buffered Saline). On y ajoute alors le melange suivant : 35 ml de milieu DMEM + 10 % serum de veau 

5 foetal (Sigma), 4 ml de diethylaminoethyl-dextrane (Pharmacia, poids moleculaire moyen 500 000) a une 
concentration de 2 mg/ml, 40 m,I de chloroquine 100 mM (Sigma) et 128 M,g d'ADN plasmidique du clone 
NC30, prepare selon la technique de lyse alcaline, suivie de la purification de I'ADN plasmidique sur un 
gradient de chlorure de cesium (Sambrook et al, op. cite). Apres 5 h d'incubation a 37°C dans une 
atmosphere contenant 5 % de dioxyde de carbone, le melange est retire des cellules. On y ajoute alors 35 

10 ml de tampon PBS a 4°C contenant 7 % de dimethylsulfoxyde (qualite Spectroscopie, Merck). Apres 1 min 
et 30 s de rotation a la temperature ambiante, le melange est retire et les cellules sent lavees deux fois 
avec du PBS. On ajoute 150 ml de milieu DMEM (Sigma) contenant 1 % de serum de veau foetal (SVF) par 
roller et on incube les cellules a 37 ° C en presence de 5 % de GO2 (rotation a 0,2 tr/min). Un jour apres la 
transfection, le milieu est retire par aspiration, les cellules sent rincees 2 fois avec du PBS. On ajoute alors 

75 150 ml par roller de milieu DMEM (Sigma) sans serum et les rollers sent remis a 37 °C en presence de 5 
% de CO2 (en rotation a 0,2 tr/min) pendant 5 jours. 

La recolte a lieu au 6eme jour apres la transfection. 
On centrifuge le milieu de culture a 7 000 tr/min pendant 10 min ; le surnageant est filtre sur un filtre 0,2 
(xm de Nalgene. 

20 

SECTION 8 : Purification de la proteine NG-30 produite dans les cellules COS, et determination de sa 
sequence amino-terminale 

1) Purification de la proteine NC30 

25 

La forme majoritaire de la proteine recombinante de masse moleculaire apparente 9 ± 2 kDa a ete 
purifiee a partir de 500 ml du surnageant obtenu dans la section 7 a I'aide des etapes suivantes : 

- chromatographie d'echange d'ions sur une colonne S fast flow (Pharmacia) (15 x 100 mm), prealable- 
ment equilibree avec une solution d'acetate de sodium 50 mM pH 4,0, avec comme eluant une 

30 solution de NaCI 1M dans un tampon acetate de sodium 50 mM pH 4,0 avec un debit de 2 ml/min. 

- I'eluat est concentre sur une membrane centriprep 10 (Amicon) jusqu'a un volume d'environ 1 ml puis 
soumis a une chromatographie HPLC (phase inverse sur colonne 04 (Bownlee) (100 x 2,1 mm), 
prealablement equilibree avec une solution contenant 30 % d'acetonitrile et 0,1 % de TEA, avec un 
gradient lineaire de 30 a 70 % d'acetonitrile dans une solution contenant 0,1 % de TEA. Les fractions 

35 contenant la proteine recombinante (determinee par analyse electrophoretique sur gel de polyacryla- 

mide en presence de SDS) sont rassemblees. 

2) Determination de la sequence aminoterminale de la proteine NC30 de masse moleculaire apparente 9 ± 
2 kDa : 

40 

La proteine obtenue a Tissue de 1) a ete soumise a une analyse electrophoretique sur gel de 
polyacrylamide 16 % en presence de SDS. Les proteines sont transferees pendant 1 h avec une intensite 
de 0,8 mA/cm^ dans un tampon de composition Tris-borate 25 mM pH9,0 et methanol 10 % sur une 
membrane Immobilon (Millipore), puis revelees au bleu de Coomassie. 
45 La bande de masse moleculaire apparente 9 ± 2 kDa a ete decoupee et deposee sur un sequenceur 
d'Applied Biosystems modele 470 A couple a un analyseur des derives phenylthiohidantoTques d'Applied 
Biosystems modele 120 A/ 

La sequence aminoterminale obtenue est la sequence (tro) suivante : 

50 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu He Glu Glu Leu 
15 10 15 

55 

laquelle correspond au quatrieme site de clivage prevu par le logiciel PS (cf. section 5 2). 
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SECTION 9 : Construction d'un vecteur d'expression de I'ADNg NC30 dans la levure, le plasnnide pEMR673 
at transfornnation d'une souche de levure a I'alde de ce plasmlde : 

1) Construction du plasmlde pEMR673 

5 

Le plasnnide pEMR583 (decrit dans la dennande de brevet EP-435776) a ete soumis a une digestion 
connplete par les enzynnes Hindlll et BannHI. Le grand fragnnent (appele ci-apres fragment A) comprenant 
I'origine de replication et le locus STB du 2 ill, le gene LEU2d, le gene de resistance a I'ampicilline, 
I'origine de pBR322, le terminateur du gene PGK, le gene URA3, le promoteur artificiel et le debut de la 

70 region prepro de la pheromone alpha a ete purifie. 

Le fragment Hindlll - BamHI (nomme ci-apres fragment B) comprenant la fin de la region prepro de la 
pheromone alpha et I'ADNc codant pour la proteine mature, flanque du site de restriction BamHI en 3', a 
ete obtenu par amplification par la technique PCR a partir du plasmlde pSE1-NC30 . La sequence de ce 
fragment est precisee sur la figure 5. Les fragments A et B ont ete ligues de fagon a obtenir le plasmlde 

75 pEMR673 

a) Description de la technique de la reaction polymerase en chaTne (Polymerase chain reaction : PCR) 

La technique de la reaction de polymerase en chaTne (PCR) est une methode bien connue de I'homme 
20 de I'art qui permet de copier simultanement les deux brins d'une sequence d'ADN prealablement denature 
en utilisant deux oligonucleotides comme amorces (of. notamment I'ouvrage de H.A. Eriich : "PCR 
Technology : Principles and Applications for DNA amplification" publie en 1989 par les editions Macmillan 
Publishers Ltd, Royaume-Uni et celui de M.A. Innis et al. "PCR Protocols" publie en 1990 par Academic 
Press Inc. San Diego, Californie 92101, USA). Le principe de cette technique est resume ci-apres. 
25 La technique du PCR est basee sur la repetition de trois etapes, permettant d'obtenir, apres entre 10 et 
30 cycles, des centaines de milliers de copies de la matrice originale, a I'aide d'une ADN polymerase de 
Thermus aquaticus, habituellement appelee polymerase Taq. Les trois etapes sont les suivantes : 

- Denaturation de la matrice : 

30 

L'ADN double brin est denature en ADN simple brin par incubation a haute temperature (de 92°C a 
96 ° C) pendant approximativement 2 min. 

- Hybridation des amorces : 

35 

Ces amorces sont une paire d'oligonucleotides synthetiques qui s'hybrident avec les extremites de la 
region a amplifier. Les deux amorces s'hybrident avec les brins opposes. Les amorces sont ajoutees en 
exces, de faQon a ce que la formation du complexe amorce-matrice soit favorisee. 

40 - Extension des amorces : 

L'etape au cours de laquelle la polymerase Taq assure I'extension du complexe amorce-matrice de 5' 
vers 3' est effectuee a 72 ° C. 

Dans la technique du PCR, le produit d'interet apparaH au troisieme cycle et il est alors amplifie de 
45 maniere significative. Au cours du deroulement des cycles, le produit d'amplification devient rapidement la 
matrice avec laquelle les amorces s'hybrident. 

b) Description des amorces utilisees 

50 Deux oligonucleothides synthetiques ont ete prepares. 

Le premier oligonucleotide, appele amorce 1, dont la sequence est la suivante : 
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CAGTGAATTCAAGC1TGGATAAAAGA TCC CXIA GGC CCT GTG CCT CC 
Ser Leu Asp LysArg Ser Pro Gly Pro Val Pro 



5 



Region 1 



Region 2 



possede deux regions distinctes : la region 1, qui contient la fin de la region prepro de la pheromone a 
10 modifiee par rapport a la sequence naturelle decrite par Kurjan et al, 1982, Cell, 30, 933-943 par une 
mutation silencieuse qui permet d'introduire un site de clivage Hindlll juste avant la partie codante de la 
region 1 (onzieme nucleotide de la region 1), et la region 2, qui est une region destinee a s'hybrider avec la 
region codante correspondant au debut de la proteine mature de 114 acides amines (cf. section 5), du brin 
non codant de I'ADNc NC30. 
75 Le deuxieme oligonucleotide, appele amorce 2, dont la sequence est la suivante : 



est egalement constitue de deux regions distinctes : la region 1 qui porte sur le quatrieme nucleotide un 
25 site BamHI, et la region 2, qui porte une sequence nucleotidique correspondant a la region 3' non traduite 
de I'ADNc NC30. 

Cette region est destinee a s'hybrider avec le brin codant de I'ADNc NC30 . 

c) Obtention du fragment amplifie Hindlll - BamHI representant la fin de la region prepro de la pheromone a 
30 et I'ADNc codant pour la proteine mature NC30 

On utilise comme matrice le plasmide pSEI - NC30 qui porte I'ADNc codant pour la proteine NC30. 
Dans un tube on ajoute 100 ng du plamide pSEI - NC30, ICQ ng de I'amorce 1, 100 ng de I'amorce 2, 
5 ul de melange reactionnel concentre 10 fois (concentration finale : 67mM Tris-HCI pH 8,8, 16,6 mM 
35 (NH4)2SO+, 1 mM ^ mercaptoethanol, 6,7 mM EDTA, 0,15 % Triton x 100, 2mM MgCb, 0,2 mM de dNTP, 
200 ng de gelatine) ; le volume du melange est ensuite porte a 50 n\ en ajoutant de I'eau. 

On ajoute 0,5 u.1, soit 2,5 unites de Polymerase Taq (Boehringer Manheim ref 1146 - 173). On couvre 
alors le melange avec de la paraffine afin d'eviter I'evaporation de la solution aqueuse. 

L'amplification se fait au cours de 15 cycles reactionnels dont les etapes d'un cycle sont les suivantes : 
40 - 1 min a 94 ° C -> denaturation 

- 1 min a 55 ° C -> hybridation 

- 1 min a 72 ° C -> polymerisation 

Apres les 15 cycles, la reaction enzymatique est arretee par I'addition de 20 mM EDTA. 

Le fragment d'ADN ainsi amplifie, qui presente la faille attendue d'environ 380 pb, est ensuite isole et 
45 purifie sur gel d'agarose 1%, purifie par chromatographie sur colonne de gel de polyacrylamide P10 
(Pharmacia), puis hydrolyse totalement et simultanement par les enzymes Hindlll et BamHI selon les 
techniques habituelles bien connues de I'homme de I'art (Sambrook,1983 ) afin de former les extremites 
cohesives Hindlll et BamHI. Apres hydrolyse le fragment est purifie sur colonne P10. 

La sequence du fragment B obtenu est representee sur la figure 5. Elle comprend dans sa partie 
50 codant pour la proteine NC30 une mutation silencieuse par rapport a I'ADNc NC30, indiquee par une 
asterisque sur la figure 5. 

Les fragments A et B ont ete ligues de maniere a obtenir le plasmide pEMR673. 

2) Transformation de la souche de levure EMY761 par le plasmide pEMR673 et expression de la proteine 
55 NC30 par la souche transformee 

La souche EMY761 (Mat alpha, Ieu2, ura3, his3) decrite dans le brevet EP-0408461 et pouvant etre 
obtenue par curage plasmidique de la souche deposee a la CNCM le 27 Decembre 1989 sous le n° 1-1021 



CGACGGATCC 



CAAATAATGA TGCmCGAA G 



20 



Region 1 



Region 2 
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contient des mutations ( Ieu2 et ura3 ), susceptibles d'etre complementees par le marqueur de selection 
defectif LEU2d et le marqueur de selection URA3, presents dans le plasmide pEMR673. Elle a ete 
transformee par le plasmide pEMR673 avec selection pour la prototrophie de leucine selon une variante de 
la technique de transformation decrite par Beggs et al. (Beggs et al, 1978, Nature, 275, 104-109) qui 
consiste a soumettre les levures a un traitement de protoplastisation en presence d'un stabilisant 
osmotique, le sorbitol en concentration 1 M. 

Le protocole precis de transformation est precise ci-apres : 

a) 200 ml du milieu YPG liquide (cf. tableau 1 ci-apres) sont inocules avec environ 5x10^ cellules d'une 
culture en phase stationnaire et la culture ainsi inoculee est placee pendant une nuit sous agitation a 
30 °C. 

b) Lorsque la culture atteint environ 10^ cellules par ml, les cellules sont centrifugees a 4 000 tr/min 
pendant 5 min et le culot est lave avec une solution de sorbitol 1 M. 

c) Les cellules sont mises en suspension dans 5 ml de solution de sorbitol 1 M contenant 25 mM EDTA 
et 50 mM de dithiothreitol et incubees pendant 10 min a 30 °C. 

d) les cellules sont lavees une fois avec 10 ml de solution de sorbitol 1 M et mises en suspension dans 
20 ml de solution de sorbitol. De la zymolase-IOOT (preparation commercialisee par Seykagaku Kogyo 
Co. Ltd., obtenue par purification partielle sur une colonne d'affinite du surnageant de culture d' Athrobac- 
ter luteus et contenant de la ;8-1,3-glucanase-laminaripenta-hydrolase) est ajoutee a une concentration 
finale de 20 u.g/ml et on incube la suspension a temperature ambiante pendant environ 15 min. 

e) Les cellules sont remises en suspension dans 20 ml d'un milieu contenant du sorbitol appele milieu 
YPGsorbitol (cf. tableau I ci-apres) et incubees pendant 20 min a 30 ° C sous agitation douce. 

f) On centrifuge pendant 3 min a 2 500 tr/min. 

g) On remet en suspension les cellules dans 9 ml de tampon de transformation de composition : sorbitol 
1 M, Tris-HGI pH 7,5 10 mM et CaCb 10 mM). 

h) On ajoute 0,1 ml de cellules et 5 w,l de solution d'ADN (environ 5 M,g) et on laisse la suspension 
obtenue pendant 10 a 15 min a temperature ambiante. 

i) On ajoute 1 ml de la solution : polyethylene glycol PEG 4000 20 %, Tris-HCI 10 mM pH 7,5 et GaCb 
10 mM. 

j) On verse 0,1 ml de la suspension obtenue en i) dans un tube contenant du milieu solide de 
regeneration sans leucine (cf. tableau I ci-apres) prealablement fondu et maintenu liquide a environ 
45 °C. On verse la suspension sur une boUe de Petri contenant une couche solidifiee de 15 ml de milieu 
de regeneration solide sans leucine. 
Les transformes commencent a apparaftre au bout de trois jours. On a ainsi retenu un transforme, 
appele souche EMY761 pEMR673. 
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Tableau 1 

Composition et preparation des principaux milieux utilises dans le protocole 
de transformation de la souche de levure EMY761 

- milieu YPG liquide 

10 g d'extrait de levure (Bacto- Yeast extract de Difco) 
20 g de peptone (Bacto-peptone de Difco) 
20 g de glucose 

melanger les ingredients dans de I'eau distillee. Completer le volume final a 1 1 
avec de I'eau distillee - Autoclaver pendant 15 min a 120*C. 

- milieu YPG sorbitol 

utiliser la formule du milieu YPG liquide auquel on ajoute, apres autoclavage, 
du sorbitol a une concentration de 1 M. 

- milieu solide de regeneration sans leucine 

6,7 g de base azotee de levure sans acides amines 

(Yeast nitrogen base without Amino Acids de Difco) 
20 mg d'adenine 
20 mg d'uracile 
20 mg de L-tryptophane 
20 mg de L-histidine 
20 mg de L-arginine 
20 mg de L-methionine 
30 mg de L-tyrosine 
30 mg de L-isoleucine 
30 mg de L-lysine 
50 mg de L-phenylalanine 
100 mg de L-acide glutamique 
150 mg de L-valine 
20 g de glucose 
30 g d'agar 
182 g de sorbitol 
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5 



melanger tous les ingredients dans I'eau distillee. Completer le volume final a 
1 1, avec de I'eau distillee. Autoclaver pendant 15 min a 120*C. i^res 
autoclavage, ajouter 200 mg de L-threonine et 100 mg d'acide L-aspartique. 



SECTION 10 : Expression en erienmeyer de la proteine NC30 par la souche de levure transfornnee et nnise 
70 en evidence de la proteine dans le milieu de culture sur gel de polyacrylamide en presence de SDS 

1) Culture de la soucfie EMY761 pEMR673 

Une colonie de la souche EMY761 pEMR673 (obtenue dans la section 9) a ete nnise en culture dans 50 
75 nnl de milieu liquide sans uracile. Ce milieu contient pour 1 litre : 

- 6,7 g de base azotee de levure sans acides amines (Yeast nitrogen base without aminoacids de 
Difco). 

- 5,0 g d'hydrolysat de caseine (casaminoacids de Difco) 

- 10 gde glucose 

20 Apres une nuit a 30°C sous agitation, la culture a ete centrifugee pendant 10 min, le culot a ete repris 
dans 10 ml d'eau sterile et de nouveau centrifugee pendant 10 min. L'expression de la proteine NC30 a ete 
induite en reprenant les cellules dans 50 ml de milieu de composition suivante : 

- 6,7 g/l de yeast nitrogen base without Aminoacids de Difco 

- 5,0 g/l d'hydrolysat de caseine (casaminoacids de Difco) 
25 - 30,0 g/l de glycerol 

- 30,0 g/l de galactose 

- 10 ml/I d'ethanol. 

La culture a ete replacee a 30 ° C sous agitation pendant 24 h. 

30 2) Analyse de la proteine exprimee 

a) gel de polyacrylamide en presence de SDS 
Preparation des echantillons 



Une partie des cellules cultivees pendant 1 nuit dans un milieu appele milieu liquide sans uracile avec 
glucose dont la composition est precisee dans le tableau 2 ci-apres, a ete centrifugee : echantillon non 
induit. Les cellules cultivees pendant 1 nuit dans un milieu, appele milieu liquide sans uracile avec ethanol, 
glycerol et galactose (tableau 2 ci-apres) ont ete centrifugees : echantillon induit. Le surnageant a ete 
40 recueilli. A 10 ml de surnageant, 5 ml d'acide trichloroacetique a 50% contenant 2 mg/ml de desoxycholate 
ont ete rajoutes. 

Le melange a ete mis a la temperature de + 4°C pendant 30 min, puis centrifuge pendant 30 min. Le 
culot a ete repris dans environ 1 ml d'acetone froid (+ 4°C) et de nouveau centrifuge pendant 30 min. Le 
culot, apres avoir ete seche, est repris dans environ 20 (xl d'un tampon denomme tampon de charge 
45 constitue de Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, SDS 4%, bleu de bromophenol 0,002 %, glycerol 20 %, fi- 
mercaptoethanol 10 % selon le protocole decrit par Laemmli en 1970, bien connu de I'homme de I'art. Le 
culot est solubilise par ebullition pendant 15 min puis neutralise. 

Les echantillons sent deposes sur un gel de polyacrylamide en presence de SDS et soumis a une 
electrophorese. 

50 Resultats : L'analyse du gel (revelation au bleu de Coomassie) montre pour I'echantillon induit la presence 
de plusieurs bandes supplementaires par rapport a I'echantillon non induit, dont les deux principales 
correspondent a un poids moleculaire apparent de 9 ± 2 et 16 ± 2 kDa. Les autres bandes supplementaires 
observees, qui sont assez nombreuses et diffuses, correspondent probablement a un degre variable de 
glycosylation. 

55 On sait que la N-glycosylation d'une proteine par la levure fait intervenir une N-glycosylation simple 
("core glycosylation") dans le reticulum endoplasmique et une N-hyperglycosylation ("outer-chain glycosy- 
lation") dans I'appareil de Golgi (R.A. Hitzeman et al, 1990, "Methods in Enzymology, n° 185", Academic 
Press, p. 421-440). En general la N-glycosylation simple conduit a une glyco-proteine de poids moleculaire 
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apparent homogene (une bande) et la N-hyperglycosylation a une glycoproteine de poids moleculaire 
apparent heterogene (pluralite de bandes diffuses) 

b) Immunoempreinte (Western blot) avec traitement eventuel a I'endoglycosidase H 

5 

Preparation des echantillons 

Une partie des cellules cultivees pendant une nuit en milieu liquide sans uracile avec glucose (tableau 
2) a ete centrifugee : echantillon non induit. Les cellules cultivees pendant une nuit en milieu liquide sans 
10 uracile avec ethanol, avec glycerol et galactose, (tableau 2) ont ete centrifugees : echantillon induit. Le 
surnageant a ete recueilli. A 10 ml de surnageant, 5 ml d'acide trichloroacetique a 50% contenant 2 mg/ml 
de desoxycholate ont ete rajoutes. 

Le melange a ete mis a la temperature de + 4°C pendant 30 min, puis centrifuge pendant 30 min. Le 
culot a ete repris dans environ 1 ml d'acetone froid (+ 4°C) et de nouveau centrifuge pendant 30 min. Le 
75 culot est repris dans 20 ul d'un tampon de solubilisation (de composition Tris-HCI pH 6.8 10 mM, 
mercaptoethanol 2 %, SDS 1 %). Le culot est porte a 100 °C pendant 5 min. 

L'echantillon est ensuite partage en deux parties 

- a la premiere partie de 10 ul, on ajoute 10 nl d'un tampon citrate de sodium 50 mM pH 5,5 contenant 
de I'endoglycosidase H (5 mill : Boehringer ref. 1088726). L'echantillon est place a 37°C pendant 

20 environ 1 nuit. On ajoute ensuite 20 ul de tampon de charge 

- a la deuxieme partie de 10 ul on ajoute 10 ul de tampon de charge. Les echantillons sont portes a 
ebullition pendant 10 min. 

On depose les echantillons sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et on effectue une 
electrophorese selon le protocole de Laemmli (reference deja citee). 
25 Les proteines contenues dans le gel sont ensuite transferees sur membrane de nitrocellulose (selon la 
technique de H. Towbin et al, 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 4350-4354). ^immunodetection, 
realisee selon le protocole decrit dans I'immuno-Blot Assay Kit de Bio-Rad (ref. 170-6450) implique les 
etapes suivantes : 

- la saturation de la membrane de nitrocellulose avec un tampon TBS ("Tris Buffered Saline") qui 
30 contient 3 g/100 ml de gelatine pendant 30 min. 

- le ringage de la membrane avec un tampon denomme T. TBS (tampon TBS qui contient 0,05 % de 
Tween 20), deux fois pendant 5 min 

- la mise en contact de la membrane avec I'immunserum prepare dans la section 13, pendant 1 h a 
temperature ambiante 

35 - le ringage de la membrane avec le tampon T. TBS, deux fois pendant 5 min 

- la mise en contact de la membrane avec I'anticorps conjugue du kit 

- le ringage de la membrane avec le tampon T.TBS, deux fois pendant 5 min et une fois pendant 5 min 
avec le tampon TBS 

- le complexe Antigene-Anticorps est revele par la mise en contact de la membrane avec un tampon de 
40 developpement contenant du 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) et du nitroblue tetrazolium 

(NBT) 

- le ringage de la membrane avec de I'eau. 

Resultats : L'analyse de I'immunoempreinte montre pour l'echantillon induit non traite a I'endoglycosidase H 

la presence de plusieurs bandes supplementaires par rapport a l'echantillon non induit, dont les deux 
45 principales correspondent a un poids moleculaire apparent de 9 ± 2 et 16 ± 2 kDa. D'autres bandes 

nombreuses et diffuses, de poids moleculaire superieur sont egalement mises en evidence. Toutes ces 

bandes sont reconnues par I'immunserum prepare dans la section 13. 

Dans l'echantillon induit la bande correspondant a un poids moleculaire apparent de 16 ± 2 kDa tend a 

disparaltre apres traitement a I'endoglycosidase H tandis que la bande a 9 ± 2kDa augmente en intensite 
50 dans les memes conditions. Ces resultats montrent que la proteine de masse moleculaire apparente de 16 

± 2 kDa est N-glycosylee. 

Les bandes diffuses de poids moleculaire superieur disparaissent egalement et Ton remarque I'appari- 
tion de 2 bandes correspondant a des poids moleculaires apparents d'environ 18 ± 2 et 20 ± 2 kDa Les 
formes de la proteine NC30 resistant au traitement a I'endoglycosidase H peuvent correspondre au 
55 precurseur ayant garde la sequence pro de la pheromone ou a des formes 0- glycosylees de la proteine 
NC30. 
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Tableau 2 



Composition et preparation de certains milieux 
utilises pour la preparation des echantillons 

- Milieu liquide sans uracile avec glucose : 

- 6,7 g de base azotee de levure sans acides amines 
(Yeast nitrogen base without amino acids de Difco) 

- 5,0 g d'hydrolysat de caseine (casaminoacids de Difco) 

- 10,0 g de glucose 

m61anger tous les ingredients dans de I'eau distillee, et completer a 1 1 final 

avec de I'eau distillee. 

Autoclaver pendant 10 min a 120*C. 



- Milieu liquide sans uracile avec ethanol, glycerol et galactose : 
utiliser la formule du milieu liquide sans uracile decrite ci-dessus mais sans 
glucose. Apres autoclavage ajouter 10 ml d'ethanol 100 %, 30 g de glycerol et 
30 g de galactose 



SECTION 11 : Production de la proteine NC30 en fermenteur a I'aide de la souche EMY761 pEMR673 
La culture de la souche EMY761 pEMR673 se fait en fernnenteur de la maniere suivante : 



40 a) Phase de preculture en fiole conique a bafles 



A partir de 1 ml de suspension de culture contenant 20 % de glycerol de la souche ci-dessus avec un 
nombre de cellules correspondant a une D.O. de 3 pour X = 600 nm (sur spectre Kontron), on ensemence 
une fiole conique a bafles de 500 ml contenant 90 ml de milieu de croissance hemisynthetique phase 
45 autoclavable (MCHPA), complementes par 1,28 g de tampon MES-acide 2-(N-morpholino) ethanesulfonique 
(M 8250 de Sigma) et 10 ml de milieu de croissance hemisynthetique phase filtree (MCHPF). Les 
compositions chimiques et le mode preparatoire des milieux MCHPA et MCHPF sent precises ci-apres. 
Apres 24 h d'incubation sous agitation a 30 °C, la densite optique de la culture (D.O) a X = 600 nm est 
d'environ 7. 

50 

b) Phase de croissance en fermenteur 

La culture ci-dessus est utilisee pour ensemencer un fermenteur de 2,5 I, prerempli avec : 

800 ml de milieu MCHPA 
55 100 ml de milieu MCHPF 

Le pH de la culture est regule par le fermenteur a une valeur de consigne de 5,5. De memo la pression 
d'oxygene est maintenue au-dessus de 4 000 Pa (30 mm Hg) par regulation de I'agitation. Initialement le 
debit d'air est fixe a 1 l/min, soit environ 1 WM, puis est augments par paliers selon les besoins. 
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Apres 6 a 7 h de culture a 30 °C, on ajoute de fagon lineaire et pendant 9 h, 72 nnl d'une solution de 
glucose a 500 g/l, soit en tout 36 g de glucose. 

c) Phase d'expression en fermenteur 

5 

Au nnelange precedennnnent decrit, on ajoute 100 nnl de nnilieu d'expression hennisynthetique phase 
autoclavable (MEHPA) et 100 ml de nnilieu d'expression hennisynthetique phase filtree (MEHPF), dont les 
compositions chimiques et le mode de preparation son precises ci-apres. La culture est alors continuee, 
pendant environ 5 h sans ajout. Les concentrations des trois sources en carbone (glycerol, galactose, 
10 ethanol) sont suivies par HPLC et completees par des injections steriles de maniere a se rapprocher des 
valours suivantes : glycerol 15 g/l, ethanol 15 g/l, galactose 7,5 g/l. 

Entre 23 a 24 h apres et sous induction une D.O a \ = 600 nm voisine de 90 est atteinte et la culture 
est arretee. 

La suspension de culture est alors centrifugee a 11 500 g pendant 30 min. Le culot de cellules de 
75 levure est elimine, le surnageant conserve est congele a -80 °C. 

COMPOSITION CHIMIQUE DES MILIEUX DE CROISSANCE ET D'EXPRESSION 

- Milieu de croissance hemisynthetique phase autoclavable "MCHPA" 





Pour 800 ml final (avec de I'eau ultrapurifiee) 


NTA (acide nitrilotriacetique) 


1 g 


K2SO4 


1 g 


NaCI 


0,5 g 


MgS04, 7H2O 


1,0 g 


CaCb, 7H2O 


700 mg 


acide glutamique 


3,7 g 


HY-CASE SF (Sheffield Products) 


25 g 


leucine 


1,8 g 


histidine 


500 mg 


methionine 


1 g 


oligoelements de type l-S (of ci-apres) 


5 ml 


Ajuster le pH a 5,5 avec H2SO+ concentre ou KOH concentre. 
Autoclaver pendant 20 min a 120°C. 



-fo - Liste des oligoelements de type I - S 





Pour 1 litre final (avec de I'e 


au ultrapurifiee) 


sulfate de cuivre 


CUSO4, 5H2O 




780 mg 




acide borique 


H3BO3 




5g 




sulfate de zinc 


ZnSO^, 7H2O 




3g 




iodure de potassium 


Kl 




1 9 




sulfate de manganese 


MnS04, 2H2O 




3,5 g 




molybdate de sodium 


NasMoO^, 2H2O 




2g 




chlorure ferrique 


FeCb, BH2O 




4,8 g 




Ajouter a la solution 100 ml d'acide chlorhydrique concentre 
Completer a 1 000 ml. 
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Milieu de croissance hemisynthetique phase filtree "MCHPF" 





pour 100 ml final 
(avec de I'eau ultrapurifiee) 


KH2P04 


4g 


tryptophane 


350 mg 


vitamines de type l-S (cf-ci-apres) 




glucose 


15g 


Chauffer pour dissoudre, temperer, ajouter les vitamines de type 1 - S et steriliser par 
filtration sur membrane 0,2 (xm. 



Liste des vitamines de type I - S 





pour 100 ml final (avec de I'eau ultrapurifiee) 


biotine 


5 mg 


acide folique 


4 mg 


niacine 


6mg 


(acide nicotinique pyridoxine.HCI) 


250 mg 


thiamine. HCI 


1 g 


Ca. pantothenate 


5g 


m. inositol 


10g 


Completer a 100 ml apres dissolution 

Filtrer a froid sterilement sur membrane 0,2 um. 

Conserver a une temperature de + 4°C. 
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- Milieu d'expression hemisynthetique phase autoclavable "MEHPA" 





pour 400 ml (avec de I'eau ultrapurifiee) 


NTA 


1 g 


K2SO4 


1,74 g 


acide glutamique 


5 g 


HY-CASE SF (Sheffield Products) 


20 g 


leucine 


1,8g 


histidine 


500 mg 


methionine 


1 g 


tryptophane 


350 mg 


MgSO+, 2H2O 


600 mg 


oligoelements de type l-S (cf ci-dessus) 


5 ml 


Ajuster le pH a 5,5 avec H2SO4 ou KOH concentre 
Autoclaver pendant 20 nnin a une temperature de 120 ° C. 



- Milieu d'expression hemisynthetique phase filtree "MEHPF" 





pour 100 ml final (avec de I'eau purifiee) 


KH2PO+ 


2g 


tryptophane 


350 mg 


vitamines de type l-S (cf ci-dessus) 


1 ml 


glycerol 


15g 


ethanol 


15g 


galactose 


7,5 g 


Chauffer pour dissoudre, temperer, ajouter les vitamines et steriliser par filtration sur membrane 0,2 um. 



d) Analyse de la proteine produite 

45 Des echantillons ont ete prepares de maniere analogue a celle decrite dans la section 10 et soumis a 
une electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS. On observe une repartition des bandes 
sur le gel identique a celle observee dans la section 10 pour I'echantillon induit. 

SECTION 12 : Purification de la proteine NC30 produite dans la levure et determination de sa sequence 
50 aminoterminale et de sa carte peptidique 

1) Purification des deux formes majoritaires de la proteine NC30 

Les deux formes majoritaires de la proteine recombinante de levure, celles des bandes correspondant a 
55 des masses moleculaires apparentes apres electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS 
de 9 ± 2 kDa et 16 ± 2 kDa ont ete isolees et purifiees a partir de 500 ml du surnageant obtenu dans la 
section 1 1 selon la methode suivante : 

Plusieurs etapes ont ete realisees successivement : 
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- chromatographie d'echange d'ions sur une colonne Q fast flow (Pharmacia) (5x5 cm), prealablement 
equilibree avec une solution d'acetate de sodium 50 mM pH 4.0. Debit : 1 ml/min. Le pH du 
surnageant est prealablement ajuste a 4,0 Dans ces conditions operatoires, la proteine ne se fixe pas 
sur le gel. 

5 - chromatographie d'echange d'ions sur une colonne S fast flow (Pharmacia) (5x4 cm), prealablement 
equilibree avec une solution d'acetate de sodium 50 mM pH 4.0. , avec comme eluant une solution de 
NaCI 1M dans un tampon acetate de sodium 50 mM pH 4,0, Debit : 1 ml/min. 

- L'eluat est concentre sur une membrane YM5 (Amicon) jusqu'a un volume d'environ 2 ml puis depose 
sur une colonne de gel filtration ACA 54 (IBF) (100 x 1,5 cm) equilibree dans un tampon phosphate 

70 0,1 M contenant 0,14 M de NaCI, debit :0,2 ml/min. Les fractions contenant la proteine recombinante 

(determinee par analyse electrophoretique sur gel de polyacrylamide en presence de SDS) sont 
rassemblees. 

La solution ainsi obtenue a ete soumise a une analyse electrophoretique sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS et revelation au nitrate d'argent. On observe les deux formes majoritaires de la proteine 
75 NC30 correspondant a des masses moleculaires apparentes de 9 ± 2 kDa et 16 ± 2 KDa, avec un taux de 
purete superieur a 70 %. Cette solution a ete utilisee dans les tests d'activite biologique decrits ci-apres. 

Dans une autre experience, une etape d'HPLC phase inverse sur colonne C4 (Brownlee) avec comme 
eluant un gradient lineaire d'acetonitrile / 0,1 % TFA (acide trifluoroacetique), de 30 % a 70 %, a ete 
introduite dans ce protocole de purification, permettant d'obtenir un produit presentant un taux de purete 
20 superieur a 90 % (estimation par analyse electrophoretique sur gel de polyacrylamide en presence de SDS 
et revelation au nitrate d'argent). 

2) Determination de la sequence aminoterminale des deux formes majoritaires de la proteine NC30 

25 La proteine purifiee a ete soumise a une electrophorese sur gel de polyacrylamide 16 % en presence 
de SDS. Les proteines du gel sont transferees sur une membrane Immobilon (Millipore) a 0,8 mA/cm^ 
pendant 1 h dans un tampon de composition tris-borate 25 mM pH9,0 et methanol 10 %. 

Les deux bandes correspondant aux masses moleculaires apparentes de 9 ±2 kDa et 16 ± 2 kDa ont 
ete decoupees et deposees sur un sequenceur Applied Biosystems modele 470 A, couple a un analyseur 
30 de derives phenylthiohidantoTques Applied Biosystems, modele 120 A. 

Ces deux bandes presentent la meme sequence amino-terminale (tri ) : 

Ser Pro Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu, 

35 ' 

1 5 10 

laquelle est la sequence aminoterminale attendue : celle de la proteine mature de 114 acides amines (cf. 
40 figure 2) decrite dans la section 5, dont la sequence codante est introduite dans le vecteur pEMR673 decrit 
dans la section 9. 

3) Determination de la carte peptidique de la forme de la proteine NC30 de masse moleculaire apparente 9 
± 2 kDa 

45 

La proteine de masse moleculaire apparente 9 ± 2 kDa a ete digeree dans le gel par la trypsine porcine 
et les peptides separes par HPLC phase inverse dans les conditions suivantes : 

Le surnageant de levure obtenu dans la section 11 a ete precipite a I'acide trichloroacetique et le 
precipitat, apres solubilisation a 100°C dans un tampon contenant du SDS, soumis a une electrophorese 
50 sur gel de polyacrylamide. Les proteines du gel ont ete revelees a I'aide de bleu de Coomassie. La bande 
de masse moleculaire apparente 9 ± 2 kDa a ete decoupee du gel et digeree par la trypsine porcine dans 
le gel selon la methode decrite dans I'article de J. Rosenfeld et al, en cours de publication, "In gel digestion 
of proteins for internal sequence analysis after one or two dimensional gel electrophoresis" 

Puis les peptides tryptiques ont ete separes par chromatographie HPLC phase inverse sur colonne 
55 Altex CI 8 (0,21 x 25 cm) Beckman avec un gradient de 1 a 70 % d'acetonitrile dans une solution de TFA 
0,1 % pendant 60 min. Les pics sont detectes par mesure de la densite optique a 218 nm. 

Deux fractions correspondant chacune a un pic, appelees ci-apres premiere fraction et deuxieme 
fraction, ont ete aniysees a I'aide d'un sequenceur Applied Biosystems modele 470 A, comme precedem- 
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merit. 

Les sequences aminoterminales obtenues sent les suivantes : 

- pour la premiee fraction : 

Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser Ser Leu His Val 
5 qui correspond aux acides amines 108-118 de la proteine NC30 traduite (cf. fig. 2) 

- pour la deuxieme fraction : 

Ser Pro Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu 
et 

Lys Leu Phe 

10 qui correspondent respectivement aux acides amines 33-43 et 138-140 de la proteine NC30 

traduite (cf. fig. 2). 

SECTION 13 : Expression cytoplasmique de la proteine NG30 dans E. coli et preparation d'un immunserum 

75 1) Expression cytoplasmique de la proteine NG30 dans E. coli : 

Un vecteur d'expression de la proteine NG30 mature de 112 acides amines methionylee dans E. Goli , 
denomme pSE714.12 a ete construit par insertion dans le vecteur pETSa ouvert aux sites Ndel et Bamhl, 
d'un fragment d'ADN portant une partie de I'ADNc NC30. Ce vecteur d'expression comprend de 5' vers 3' : 
20 - le promoteur de I'ARN polymerase du phage T7, contenu dans le plasmide pET3a, decrit par 
Rosenberg et al, Gene, 56, 125-135 

- la partie de I'ADNc NG30 qui code pour la proteine mature de 112 acides amines (cf. section 5), 
precedee d'un ATG initiateur de la traduction 

- le terminateur du gene 10 du phage T7 (Studier et al, 1986, J. Mol. Biol. ,189, 113-130). 

25 Gette cassette d'expression ne fonctionne qu'en presence de I'ARN polymerase specifique du phage 
T7. II convient done de faire synthetiser cette ARN polymerase a la souche E. Goli hote. Une cassette 
d'expression de cet ARN polymerase a ete construite en plagant la sequence codante de cet enzyme 
(donee dans I'ADN du phage lambda GE6 par Studier et al, 1986, J. Mol. Biol, 189, 113-130) sous la 
dependence du promoteur PR de lambda. Cette cassette d'expression comprend egalement un allele de CI 

30 (CI857) codant pour une forme thermosensible du represseur de ce promoteur PR (P. Leplatois et al, 1983, 
Biochimie, 65, 317-324). Par consequent, a basse temperature, la cassette d'expression de I'ADN polyme- 
rase est reprimee, a haute temperature, I'expression est dereprimee. Gette cassette d'expression a ete 
clone dans un vecteur d'integration pEJL407 derive des plasmides de N. Kleckner (1984, Gene, 32, 369- 
379). Le vecteur obtenu est le plasmide pEMR648. Ge vecteur est maintenu a I'etat episomique dans la 

35 cellule mais il provoque I'integration d'une ou de plusieurs copies de la cassette d'expression de la 
polymerase (y compris le represseur Gl) lorsqu'on induit la transposition avec de I'IPTG (isopropyl-;8-thio- 
galactoside). La transposase responsable de cette integration est sous controle du gene lad mais n'est elle- 
meme pas transposee, ce qui permet d'obtenir des integrants stables apres curage du plasmide. En 
transformant la souche de E. Coli K12 HB101 (Gibco BRL - ref. 8260 SA) par pEMR648, puis en provoquant 

40 les evenements d'integration sur les transformes on a obtenu un derive de HB101, appele VG112, qui 
comprend 2 cassettes d'expression de la polymerase du phage T7 sous le controle du systeme PL-GI 
thermosensible, integrees dans le chromosome. La souche VG112 E. Goli a ete curee du plasmide 
pEMR648 et transformee, a basse temperature (30 °G) par le plasmide pEMR714. 

Le transforme retenu, appele souche VG112 pSE714.12, et depose a la GNCM le 20 Decembre 1991 

45 sous le n° 1-1162 a ete cultive sur du milieu LB contenant de I'ampicilline a 100 ug/ml a 30°G jusqu'a une 
DO a 600 nm de 1. Puis I'expression du gene de la polymerase a ete induite a I'aide de I'IPTG a 41 °G 
pendant 2 h. L'analyse d'un extrait total cellulaire sur gel polyacrylamide denaturant a permis de mettre en 
evidence une proteine de 9 l<Da correspondant a une bande surnumeraire par rapport a la souche VG112 
curee et non transformee (souche temoin). Une lyse des cellules par sonication suivie d'une centrifugation 

50 permet de separer I'extrait cellulaire en 2 fractions : une fraction soluble (surnageant) et une fraction 
insoluble (culot). La proteine NG30 se retrouve avec les proteines de la fraction insoluble et represente 
environ 50 % (en masse) des proteines de cette fraction. 

2) Preparation d'un immunserum reconnaissant la proteine NG30 

55 

Gette fraction insoluble a ete utilisee pour immuniser un lapin (male de 2 Kg environ, New-Zealand). 
Les immunisations ont ete effectuees tous les 15 jours selon le protocole decrit par Vaitukaitis, 1981, 
Methods in Enzymology, 73, 46. Pour la premiere injection, un volume de solution antigenique est emulsifie 
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par un volume d'adjuvant complet de Freund (Sigma- ref.4258). 6 rappels ont ete administres en adjuvant 
incomplet de Freund (Sigma- ref.5506). 

L'immunserum obtenu est capable de reconnaltre la proteine NC30 produite par la levure et par les 
cellules COS par immunodetection apres electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS. 

5 

3) Caracterisation de la proteine NC30 par carte peptidique 

La fraction insoluble obtenue en 1) est soumise a une electrophorese sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS. Les proteines du gel sont revelees par coloration au bleu de Coomassie. La bande 
70 correspondant a une masse moleculaire apparente de 9 ± 2 kDa a ete decoupee du gel et digeree par la 
trypsine porcine dans le gel et les peptides tryptiques ont ete separes comme decrit dans la section 12-3). 

Une fraction correspondant a un pic a ete analysee a I'aide d'un sequenceur Applied Biosystems 
modele 470A. 

La sequence aminoterminale obtenue est la suivante : 
75 Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser Ser Leu N Val Arg 

dans laquelle N represents un acide amine non determine. 

Cette sequence correspond aux acides amines 108-119 de la proteine NC30 traduite (cf. fig. 2) et au 
peptide de la premiere fraction analysee dans la section 12. 

20 SECTION 14 : Mise en evidence pour la proteine NC30 d'une activite inhibitrice sur la production des ARN 
messagers de I'lL-l 0 et de riL-6 par des monocytes du sang peripherique stimules par LPS 

1) - Methode utilisee 

25 a) Preparation des cellules 

A partir d'une poche de sang periplierique (preleve sur un volontaire sain dans un centre de transfusion 
sanguine) on enleve la plupart des hematies par sedimentation a 37°C pendant 30 min dans un milieu 
contenant 0,6 % dextrane, 0,09 % NaCI. Par la suite les cellules sont deposees par dessus une couche de 

30 Ficoll-Paque (Pharmacia) et centrifugees a 400 g pendant 30 min. Les cellules mononucleaires du sang 
peripherique (PBMNC), qui sont presentes a I'interface entre le Ficoll et le surnageant, sont prelevees. Les 
PBMNG sont placees dans du milieu RPMI (milieu RPMI 1640-Gibco BRL) contenant 10 % de serum de 
veau foetal (SVF), sur des boTtes de culture de 15 cm de diametre, a raison de 1 a 5 x 10^ cellules par 
bofte. Apres 30 min le milieu est aspire et les cellules adherentes sur la bofte (principalement constituees 

35 de monocytes) sont incubees, comme decrit ci-dessous. 

b) Incubation des cellules avec du LPS et la proteine NC30 

Les PBMNC adherentes sont incubees dans 20 ml de RPMI/10 % SVF pendant 4 h a 37°C sous une 
40 atmosphere contenant 5 % CO2 en presence de 5 ug par ml de Lipopolysaccharide LPS (ref. L4391- 
Sigma) et de concentrations croissantes de la proteine NC30 issue de levure purifiee (0,1 a 10 ng/ml), ou 
de surnageants de cellules COS soit transfectees avec le plasmide pSEI NC30 et cultivees comme decrit 
dans la section 7, soit transfectees par le plasmide pSEI et cultivees dans les memos conditions (temoin). 

45 c) Preparation et analyse des ARN 

Les cellules sont lavees avec du PBS, puis grattees directement dans 1 ml du tampon D (de 
composition : 4M thiocyanate de guanidinium, 25 mM citrate de sodium, 0,5 % sarcosyl, 0,1 M 0- 
mercaptoethanol : Chomczynsl<i P. et Sacchi N. (1987), Anal. Biochem., 162, 156-159). L'ARN est prepare 

50 par la methode d'extraction phenolique a pH acide decrite par ces auteurs. On depose entre 1 a 5 ug 
d'ARN sur gel d'agarose 1 %, en presence de formaldehyde (Sambrook et al, op cite). Apres migration, les 
ARN sont transferes sur une membrane de nitrocellulose renforcee (Schleicher et Schuell) et hybrides avec 
des sondes ADNc radiomarquees comme dans la section 4. Les intensites d'hybridation de chaque ARN 
avec les differentes sondes sont quantifiees par analyse de phosphorescence sur un appareil Phosphorima- 

55 ger (Molecular Dynamics, 800E. Arques Avenue, Sunnyvale, Ca, 94086- Etats-Unis). 
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2) - Resultats 

Les moyennes et les ecarts types des resultats obtenus avec la proteine NC30 purifiee dans quatre 
experiences, sent rassembles dans le tableau 3 cl-dessous, dans lequel les quantites d'ARN messagers 
5 nnesurees par analyse de phosphorescence sent exprimees en pourcentage par rapport a la quantite d'ARN 
nnessager nnesuree pour rechantillon provenant des cellules traltees avec LPS seul. 

Tableau 3 



Quantite des ARN messagers de riL-1;8 et de riL-6 mesurees pour differentes concentrations de la proteine 
NC30 




Quantite d'ARN messagers 


IL-1 


IL-6 


condition de stinnulation des cellules 






LPS 


100 


100 


LPS + proteine NC30 a la concentration de 0,1 ng/ml 


97 ±36 


77 ± 18 


LPS + proteine NC30 a la concentration de 1 ng/nni 


54 ±39 


24± 11 


LPS + proteine NC30 a la concentration de 10 ng/nnI 


30 ± 5 


13 ±4 



Qn constate a la lecture du tableau ci-dessus, que I'accumulation des ARN messagers de riL-1;8 et de 
riL-6 dans les monocytes traites au LPS est inhibee par la proteine NC30. L'inhibition la plus importante est 
observee pour une concentration de 10 ng/ml de la proteine NC30, et la dose pour obtenir une inhibition a 
50 % (IC 50) est est de I'ordre de 1 ng/ml. 

On constate de meme une inhibition de la production des ARN messagers de rL-1;8 et de riL-6, en 
presence des surnageants de cellules COS transfectees par le plasmide pSE1-NC30 et aucune inhibition en 
presence des surnageants de cellules COS temoins. 

On a egalement constate lors d'autres experiences une inhibition de la production des proteines IL-1;8 
et IL-6 dans les milieux de culture des monocytes traites au LPS en presence de la proteine NC30. L'IL-6 a 
ete dosee par son effet sur la proliferation de la lignee d'hybridome B9 selon la methode decrite par L.A. 
Aarden, 1987, Eur. J. Immun., 17, 1411-1416. (La quantite de la proteine NC30 presente dans les 
echantillons n'interfere pas avec le dosage par la lignee B9 des quantites d'IL-6 produites par les 
monocytes). Le dosage de riL-1;8 a ete effectue sur cellules EL4 selon la methode decrite par E. W. 
Palaszynski, 1987, Biochem and Biophys. Res. Comm., 147, p. 204-211, qui consiste a mesurer la 
competition de la liaison avec de l'IL-1,8 radiomarque. 

SECTION 15 : Mise en evidence pour la proteine NC30 de la modulation de la quantite de I'antigene de 
surface CD23 par les cellules B d'amygdales 

1) Methode utilisee 

a) preparation des cellules 

Les amygdales humaines ont ete prelevees apres intervention chirurgicale sur une fillette agee de 6 
ans. Les amygdales ont ete dilacerees au scalpel dans du milieu RPMI refroidi a 4°C. Les cellules 
relarguees dans le milieu apres cette operation sont filtrees sur de la gaze de maniere a former une 
suspension cellulaire homogene. Apres deux lavages, les cellules sont numerees et reprises dans du serum 
de veau foetal contenant 10 % de DMSO (Mercl<). 7,5.10^ cellules sous un volume de 1 ml sont distribuees 
dans chaque tube de congelation. Les cellules sont placees dans un thermos a -80 °C pendant 24 h puis 
stockees dans de I'azote liquide. 

b) Incubation des cellules avec la proteine NC30 

Le jour de I'experience, une partie aliquote des cellules est decongelee a 37 °C, puis diluee lentement 
dans 50 ml de milieu RPMI contenant 10 % de serum de veau foetal. Les cellules sont centrifugees pour 
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eliminer le DMSO. Apres comptage des cellules, 100 ul d'une suspension cellulaire reajustee a 4.10^ 
cellules/ml sont distribuees dans des plaques de microtitration de 96 puits (NUNC). 

La proteine NC30 purifiee est ajoutee a differentes concentrations dans du nnilieu RPMI contenant 10 % 
de serunn de veau foetal. 100 txl des differentes concentrations sont rajoutes aux cellules dans les puits de 
5 nnicroculture. L'incubation se poursuit pendant 48 li a 37°C en atnnosphere contenant 5 % de CO2. 

c) Marquage des cellules pour I'imnnunofluorescence 

Apres incubation, les cellules sont transvasees dans des tubes nnicronics (Labsystenn). Pour I'analyse 
70 en simple-imnnunofluorescence, 10 ul d'anticorps anti-CD23 couple au FITC (isothiocyanate de fluorescei- 
ne) (Imnnunotech) sont rajoutes a la suspension cellulaire. Pour I'analyse en double-innmunofluorescence,10 
u\ d'anticorps anti-CD23 couple a la pfiycoerytfirine et 10 ul d'anticorps anti-CD20 couple au FITC (Becton 
Dicl<inson) sont rajoutes simultanement a la suspension cellulaire. 

L'incubation se poursuit pendant 30 min a 4°C, puis les cellules sont centrifugees et le culot repris par 
75 250 u\ de tampon PBS froid. 50 u\ d'une solution d'iodure de propidiunn (Sigma) a 20 ug/ml sont rajoutes 
dans le but de distinguer les cellules mortes lors de I'analyse. 

d) Analyse en cytometrie en flux 

20 Les echantillons sont analyses par dosage de fluorescence sur un trieur de cellules FacStar Plus 
(Becton Dickinson) avec une longueur d'onde laser d'excitation de la fluorescence de 488 nm. Lors de 
I'analyse en simple-immunofluorescence, les emissions du FITC et de I'iodure de propidium sont collectees 
en utilisant respectivement des filtres interferentiels de 530 nm et 630 nm. Lors de I'analyse en double- 
immunofluorescence, remission supplementaire due a la phycoerytlirine est collectee a travers un filtre 

25 interferentiel de 575 nm. Pour cette derniere analyse, un systeme de compensation electronique est utilise 
pour eviter la contamination de la fluorescence du FITC dans le canal de la phycoerythrine, de la 
fluorescence de la phycoerythrine dans le canal de I'iodure de propidium et de la fluorescence de I'iodure 
de propidium dans le canal de la phycoerythrine. Les resultats sont collectes et traites en utilisant le logiciel 
Lysis II (Becton Dickinson). 

30 

2) Resultats 

a) Modulation de la quantite de I'antigene CD23 sur cellules d'amygdales par la proteineNC30 

35 Les moyennes et les ecarts types des resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 4 ci-apres, 
pour une incubation des cellules d'amygdales pendant 48 h et une gamme des concentrations de la 
proteine NC30 de 10-3 a 102 ng/ml 

Tableau 4 

40 



Variation du pourcentage des cellules d'amygdales exprimant I'antigene CD23 
en presence de differentes concentrations de la proteine NC30 


Concentration en NC30 (ng/ml) 


% des cellules exprimant CD23 


0 


4,8 ± 1 ,2 


10-3 


4,8 ± 0,8 


10-2 


4,9 ± 0,4 


10-1 


12,0 ± 2,4 


1 


17,0 ± 2,5 


10 


27,3 ± 1,6 


102 


20,4 ± 2,5 



On constate que le pourcentage des cellules d'amygdales exprimant I'antigene CD23 (recepteur de 
faible affinite aux IgE) est plus important pour une concentration de la proteine NC30 superieure a 10-^ 
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ng/ml que le pourcentage obtenu en I'absence de la proteine NC30. L'effet le plus important de cette 
proteine est constatee a une concentration de 10 ng/ml. 

b) Caracterisation des cellules sur lesquelles la proteine NC30 module I'expression de I'antigene CD23 

5 

La caracterisation des cellules qui expriment I'antigene CD23 a ete realisee en double-immunofluores- 
cence en utilisant un anticorps anti-CD23 couple a la phycoerythrine et un anticorps anti-CD20 couple au 
FITC. Ce dernier est dirige contra un recepteur present uniquement sur les cellules B. L'analyse en 
cytometrie en flux montre que seule une fraction des cellules B exprime I'antigene CD23 sous Taction de la 
10 proteine NC30. 

SECTION 16 : Mise en evidence de Taction de la proteine NC30 sur la proliferation de la ligne d'fiybridome 
B9 

75 L'activite de stimulation de la proliferation de la lignee d'hybridome B9 a ete mise en evidence avec 
des surnageants de culture de cellules COS transfectees par le plasmide pSEi-NC30 (of. section 7), et 
avec la proteine NC30 purifiee issue de la levure (cf. section 12). Cette lignee est utilisee d'habitude pour 
effectuer un dosage biologique de TIL-6 (L.A. Aarden, 1987, Eur. J. Immun., 17, 1411-1416). 

20 1 ) - Methode utilisee 

a) Principe du dosage 

Le principe de ce dosage est decrit par T. Mosman, 1983, J. Immun. Methods, 65, 55-63 et resume ci- 
25 apres : 

Les mitochondries renferment des deshydrogenases multiples capables de reduire le cycle tetrazolium 
en formazan. Un sel de ce type, le MTT (bromure de 3- (4,5 - dimethyl thiazol - 2,5 - diphenyl tetrazolium) 
ainsi reduit donne une coloration bleue, avec une forte absorption vers 565 nm. Le dosage colorimetrique 
decrit ici permet de mesurer quantitativement le nombre de mitochondries, done le nombre de cellules. 

30 

b) Culture des cellules 

Les cellules utilisees appartiennent a la lignee B9, lignee hybridome souris/souris decrite par L.A. 
Aarden, 1987, Eur. J. Immunol., 17, 1411-1416. Ce sont des cellules non adherentes qui proliferent en 
35 presence d'IL-6 murine ou d'IL-6 humaine. 

Milieu de culture 

500 ml de milieu RPMI 1640 sans glutamine 
40 ref. 041-01870M (Gibco) 

+ 50 ml de serum de veau foetal 

(decomplemente, c'est-a-dire chauffe a 55 °C pendant 30 min pour inactiver les fragments du 
complement du serum) 
(Sigma ref. F 4135) 
45 + 12,5 ml de Pyruvate de sodium 100 mM 
ref. 043-01 360H (Gibco) 
+ 2,5 ml d'Hepes 1 M pH 7,3 

ref. 043-05630D (Gibco) 
+ 10 ml de Glutamine 200 mM 
50 ref. 043-05030D Gibco 
Extemporanement, on rajoute : 

- le ;8-Mercaptoethanol (Sigma ref. M-6250) 5 x 10"^ M final ; 

- de TIL-6 a la concentration finale de 500 pg/ml. 

55 c) Preparation des echantillons : 

Deux types d'echantillons ont ete utilises. Tun obtenu a partir du surnageant de cellules COS, soit 
transfectees par le plasmide pSEi NC30 et cultivees comme decrit dans la section 7, soit transfectees avec 
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le plasmide pSEi et cultivees dans les memes conditions (temoin), I'autre a partir de la solution de la 
proteine NC30 issue de levure purifiee dans la section 12, a la concentration de 50 ng/nnl. 

d) Protocole de dosage 

5 

Le dosage est effectue dans des plaques de culture de 96 puits a fonds plats, chaque echantillon etant 
dose sur une rangee de 12 puits a des concentrations variables. 

Les cellules de la lignee B9 sont nnises en culture, lavees 2 fois avec du nnilieu de culture sans IL-6, 
remises en suspension dans du nnilieu de culture (sans IL-6) et incubees pendant 2 h a 37 °C. Cette 
70 incubation permet de mieux eliminer riL-6, responsable de bruit de fond dans le dosage. Finalement, les 
cellules sont a nouveau centrifugees et rennises en suspension dans le milieu de culture ci-dessus (sans IL- 
6), a la concentration de 2.10^ cellules/ml. 

On distribue successivement dans les plaques de 96 puits : 

- 50 Hi du milieu de culture (sans IL-6) dans chaque puits (sauf dans les premiers de cliaque ligne) 

75 - 100 n\ de I'echantillon a tester dans le premier puits de chaque ligne (avec une dilution d'un facteur 2 
de puits en puits) 

- 50 Hi de la suspension cellulaire dans chaque puits (10 000 cellules par puits). 

Les plaques sont ensuite placees dans une etuve a 37°C sous une atmosphere contenant 5 % de CO2. 
Apres 3 jours d'incubation, on ajoute dans chaque puits de faQon sterile 10 ii\ d'une solution de MTT 

20 (Sigma-Ref. 2128) a 5 mg/ml dans du tampon PBS. La plaque est remise a I'etuve. Au microscope, on peut 
suivre I'apparition du formazan qui est produit sous forme de cristaux bleutes par les cellules survivantes. 
Au bout de quatre heures, les cellules sont mortes, le surnageant de chaque puits est aspire avec 
precaution et les cristaux sont dissous avec 100 ml d'une solution de 66 % de n-propanol contenant 10 % 
de SDS et 0,04 N de HCI. Les plaques sont mises quelques instants sur un agitateur de plaques afin 

25 d'homogeneiser la coloration. Puis la lecture est effectuees a I'aide d'un lecteur de plaques a une longueur 
d'onde de 565 nm. 

A la place du dosage a I'aide du MTT decrit ci-dessus, on peut aussi effectuer un comptage cellulaire 
au microscope. 

30 2) Resultats 

a) Surnageant de cellules COS contenant la proteine NC30 

On a realise 6 series de mesures : 3 avec differents surnageants de cellules COS contenant la proteine 
35 NC30 et 3 avec differents surnageants de cellules COS temoins, avec pour chaque serie, differents facteurs 
de dilution de la solution de surnageant COS. 

Les resultats obtenus sont representes sur la figure 6, qui represente la variation de la densite optique 
(chaque point est la moyenne de la densite optique mesuree pour le meme facteur de dilution dans les 3 
series d'experiences) en fonction du facteur de dilution de la solution de surnageant COS. 
40 On constate a la lecture de cette figure que la solution de surnageant COS contenant la proteine NC30 
est de 4 a 6 fois plus active dans la proliferation de la lignee B9 que la solution de surnageant COS temoin. 

L'activite de stimulation de la proliferation de la lignee B9 constatee avec la solution de surnageant 
COS temoin est due a la production endogene d'IL-6 par les cellules COS, laquelle peut etre quantifiee 
egalement par dosage RIA (Radio-lmmuno-Assay), notamment a I'aide du l<it d'Amersham- ref : RPA 537. 
45 Ce dosage RIA a permis de verifier que le surcroTt d'activite de stimulation de la proliferation de la lignee 
B9 (par le surnageant COS contenant la proteine NC 30) n'etait pas liee a une surproduction d'IL-6 par 
cellules COS. 

b) Proteine NC30 purifiee issue de la levure : 

50 

On a realise deux series de mesures, I'une de la densite optique apres coloration avec le MTT, I'autre 
de la densite cellulaire par comptage des cellules aux microscope, avec, pour chaque serie, differentes 
concentrations de la proteine NC30. 

Les resultats obtenus sont rassembles dans la figure 7, qui represente la variation de la densite optique 
55 et de la densite cellulaire en fonction de la concentration en proteine NC30 exprimee en ng/ml. 

On constate que la proteine NC30 purifiee stimule la proliferation de la lignee B9. L'EDbo (concentratin 
a laquelle on constate une activite egale a la moitie de l'activite maximum obtenue) est de I'ordre de 100 
ng/ml. 
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Remarquons que les cellules B9 sent des cellules de souris, ce qui peut expliquer la necessite d'utiliser 
des concentrations elevees de la proteine NC30 par rapport aux concentrations utilisees pour une action sur 
les cellules humaines (cf. sections 14, 15 et 17). 

5 SECTION 17 : Mise en evidence de Taction de la proteine NC30 sur la proliferation de la lignee 
megakaryoblastique humaine M07e en presence de GMCSF 

L'augmentation de I'activite proliferative du GMCSF sur la lignee nnegakaryoblastique hunnaine M07e a 
ete mise en evidence avec la proteine NC30 produite dans la levure (section 12). Gette lignee cellulaire 
10 decrite par M.F. Brizzi et al., 1990, British Journal of Haematology, 76, 203-209, est strictement dependante 
pour sa croissance des cytokines IL3 ou GMCSF. 

1) Methode utilisee 

75 a) But 

II s'agit de connparer la proliferation des cellules de la lignee M07e cultivees, soit en presence d'un 
quantite de GMCSF necessaire a la moitie de la proliferation maximale, soit en presence de cette meme 
quantite de GMCSF a laquelle on rajoute la proteine NC30 en concentration variable. 

20 

b) Principe du dosage 

La proliferation cellulaire est determinee par la mesure en radioactivite de I'incorporation de thymidine 
tritiee par les cellules en culture. 
25 Les cellules proliferantes utilisent la thymidine pour leur synthese d'ADN. La thymidine tritiee introduite 
dans la culture va entrer en comperition avec la thymidine "froide" du milieu et etre incorporee dans les 
cellules. 

Apres un temps determine, les cellules sont recuperees sur un filtre et lavees pour enlever I'exces de 
thymidine tritiee non incorporee dans les cellules. Chaque filtre est ensuite analyse a I'aide d'un compteur 
30 gamma. L'activite proliferative est exprimee en nombre de dmp de la thymidine tritiee incorporee. 

c) Culture de cellules 

Les cellules utilisees appartiennent a la lignee M07e, lignee megakaryoblastique humaine etablie par 
35 M.F. Brizzi et al. (reference citee ci-dessus). Ce sont des cellules non adherentes qui proliferent en 
presence d'IL3 humaine ou de GMCSF humains. La moitie de l'activite maximum obtenue (ED50) est de : 
35 pg/ml pour le GMCSF (Genzyme ref. RM-CSF-C) 
0,7 pg/ml pour I'lLS (Genzyme ref. HIL3 C). 

40 Milieu de culture 

- 500 ml de Milieu de Dulbecco modifie par Iscove (milieu IMDM- Gibco - ref. 04101980) 

- 50 ml de serum de veau foetal (decomplemente, c'est-a-dire chauffe a 55°C pendant 30 min pour 
inactiver les fragments du complement de serum) (Sigma ref. F4135) 

45 +10 mg/ml de Gentamycine (1 ml de la solution Gibco de ref - 043.05710 D) 

Extemporanement, on rajoute de riL3 humaine recombinante (Genzyme ref. HIL3.C) a la concentration 
finale de 4 ng/ml. 

d) Preparation des echantillons 

50 

Les echantillons a tester sont prepares (par dilution dans le milieu de culture depourvu d'IL3) a partir 
d'une solution de proteine NC30 issue de levure purifiee dans la section 12, a la concentration de 500 
ng/ml. 

55 e) Protocole de dosage 

Le dosage est effectue dans des plaques de culture de 96 puits a fonds plats, chaque echantillon etant 
dose sur une rangee de 12 puits a des concentrations variables. Les cellules de la lignee M07e mises en 
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culture doivent etre en phase exponentielle de croissance. 

Pour le dosage, les cellules sont lavees 2 fois avec le milieu de culture sans IL3 et incubees pendant 3 
h a 37 °C. Cette incubation permet de mieux eliminer I'lLS, responsable de bruit de fond dans le dosage. 
Enfin, les cellules sont a nouveau centrifugees et remises en suspension dans le milieu de culture ci- 
5 dessus (sans IL3) a la concentration de 2.10^ cellules/ml. 

On distribue successivement dans les plaques de 96 puits : 

- soit 50 (xl de milieu de culture (sans IL3) dans chaque puits ; 

- soit 50 n\ de milieu de culture (sans IL3) et 10 ul d'une solution GMCSF a 200 pg/ml ; 

- soit 50 ul de rechantillon a tester a differentes concentrations et 10 ul d'une solution de GMCSF a 
70 200 pg/ml ; 

- puis 50 ul de suspension cellulaires dans chaque puits (10 000 cellules/puits). 

Les plaques sont ensuite placees dans une etuve a 37°C sous une atmosphere contenant 5 % de CO2. 

Apres 3 jours d'incubation, on ajoute dans chaque puits, de fagon sterile, 50 ul d'une solution de 
thymidine tritiee (10 txCi/ml) (Amersham Ref. TRA6 = 1 mCi/ml a 10 uCi/ml) dans du milieu de culture 
75 sans IL3. La plaque est remise a I'etuve. Au bout de 4 h, le contenu de chaque puits est depose sur un 
filtre par aspiration des puits et lavage a I'eau distillee et la radioactivite du filtre est mesuree. 

2) Resultats 

20 Les principaux resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 5 ci-dessous, dans lequel figurent la 
valeur de la radioactivite exprimee en dmp pour le milieu sans GMCSF et sans proteine NC30 et la valeur 
de la radioactivite pour le milieu contenant 18 pg/ml de GMCSF en fonction de la concentration en proteine 
NC30. 

Les valours de radioactivite presentees ici sont les moyennes de 11 essais pour le milieu sans GMCSF 
25 ainsi que le milieu contenant uniquement du GMCSF et de 7 essais pour les milieux contenant du GMCSF 
et de la proteine NC30. Les valeurs de ces moyennes ont ete comparees en utilisant le test de Student 
avec un taux de signification superieur a 99,95 %. 

Tableau 5 

30 



Radioactivite en fonction de la concentration en proteine NC30 


Concentration de la proteine NC30 
(ng/ml) 


0 


0,49 


1,95 


7,8 


31,2 


125 


500 


Radioactivite (dpm) pour milieu 
sans GMCSF 


550 


/ 


/ 


/ 


/ 


/ 


/ 


Radioactivite (dpm) pour milieu 
contenant 18 pg/ml de GMCSF 


14462 


16852 


18840 


20264 


20549 


20685 


21784 


Ecart significatif avec une 
probabilite > 99,95 % 




non 


oui 






oui 


oui 



On constate a la lecture du tableau ci-dessus que la proteine NC30 augmente significativement la 
45 proliferation de la lignee M07e en presence de GMCSF. 

SECTION 18 : Mise en evidence pour la proteine NC30 d'une activite chimiotactique 

1) Methode utilisee 

50 

a) Isolement des neutrophiles 

A partir du sang peripherique, on enleve la plupart des hematies par sedimentation a 37°C pendant 30 
min dans une solution contenant 0,6 % dextrane T500 (Pharmacia -ref : 17-0320-01) et 0,09 % NaCI. Par la 
55 suite, les cellules sont deposees par-dessus une couche de Ficoll-Paque (Pharmacia) et centrifugees a 400 
g pendant 30 min. Les cellules mononucleaires du sang peripherique (PBMNC) sont presentes a I'interface 
entre le Ficoll et le surnageant alors que les hematies residuelles et les polynucleaires (principalement des 
neutrophiles) se trouvent dans le culot cellulaire. Ce culot est remis en suspension dans une solution de 
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NH4CI 0,8 %, 10 mM Hepes et incube a 37° C pendant 7 min pour faire eclater les hematies. Les cellules 
residuelles (principalement des neutrophiles) sont centrifugees et lavees dans du tampon HBSS : Solution 
saline equilibree de Hanl<s (Gibco BRL-Ref. 041-04025 H), appele ci-apres solution HBSS. 

5 b) Isolement des monocytes 

Le principe d'isolement des monocytes a ete decrit par A. Boyum, 1983, Scan. J. Immunol., 17, 429- 
436. II est resume ci-apres. La methode consiste a separer les monocytes du sang en utilisant un milieu de 
gradient iode, le Nycodenz (N,N'-Bis(dihydroxypropyl-2,3)-[N-(dihydrDxypropyl-2,3) acetamido]-5-triodo- 

70 isophtalamide-2,4,6). Pour accentuer la difference de densite entre les monocytes et les lymphocytes, 
I'osmolarite de la solution est augmentee, done les lymphocytes rejettent de I'eau et deviennent plus 
denses. On peut utiliser du milieu "NycoPrep 1.068", qui contient du Nycodenz, du chlorure de sodium et 
de la tricine/NaOH a des concentration optimales pour la separation des monocytes (Nycomed Pharma AS, 
Norvege-ref. 223510). 

75 Le protocole utilise est le suivant : 

A partir du sang peripherique, on enleve la plupart des hematies par sedimentation a 37°C pendant 30 
min dans une solution contenant 0,6 % de dextrane et 0,09 % NaCI. La phase superieure du plasma 
contenant les monocytes, les lymphocytes et les neutrophiles est prelevee. Pour separer les monocytes 
des autres cellules, des tubes sont prepares de la faQon suivante : 6 ml de plasma sont deposes sur une 

20 couche de 3 ml de NycoPrep 1.068 (Nycomed Pharma AS, Norvege, ret. 223510) dans un tube de 
diametre 13-14 mm. Apres centrifugation a 600 g pendant 15 min, on preleve le plasma clarifie jusqu'a 3-4 
mm au-dessus de I'interphase et on recueille le reste du plasma et toute la solution de NycoPrep jusqu'a 
environ 1 cm au-dessus du culot cellulaire, ce qui permet de ne pas prelever les lymphocytes. La 
suspension de monocytes recueillie est completee jusqu'a un volume de 6-7 ml avec une solution de 

25 composition : 0,9 % NaCI 0,13 % EDTA 1 % BSA, puis centrifugees pendant 7 min a 600 g. 

Les monocytes sont contamines avec des plaquettes. Pour eliminer ces dernieres, on centrifuge puis 
on enleve le surnageant et on remet en suspension avec la memo solution, en repetant ces operations 3 
fois. 

Les cellules sont remises en suspension dans du milieu RPMI 1640 (Gibco) contenant de I'albumine 
30 serique bovine (BSA) 0,5 %. 

c) Protocole de mise en evidence du chimiotactisme 

Le test utilise est celui decrit par W. Falk et al, 1980, J. Imm. Meth., 33, 239-247. Le protocole precis 

35 utilise est expose ci-apres : 

On utilise la chambre de Boyden modifiee pour mesure de chimiotactisme, commercialisee par 
Neuroprobe (ref. AP48). On met les echantillons a tester dilues dans une solution HBSS pour les tests sur 
les neutrophiles, et le milieu RPMI contenant 0,5 % BSA pour les tests sur les monocytes, dans les puits 
de la plaque inferieure. On depose sur celle-ci une membrane de polycarbonate (taille des pores : 5 mm- 

40 Nuclepore ref. 155845) avec le cote brillant en bas. On depose la plaque superieure sur la membrane. On 
met les cellules (50 000 pour 50 ixl tampon) dans les puits de la plaque superieure. On incube la chambre 
a 37°C dans une etuve humidifiee ou dans une botte contenant du coton mouille pendant 1 h pour le test 
sur les neutrophiles, et 3 h pour le test sur les monocytes. On retire la membrane et on enleve les cellules 
qui sont sur le cote mat (cellules qui n'ont pas migre) en essuyant la membrane et en le raclant avec un 

45 grattoir en caoutchouc, ces deux dernieres operations etant repetees 1 fois. Les cellules qui ont migre sont 
colorees et fixees en utilisant le kit "Diff-quick" (Dade-ref. 130832). Par observation microscopique, on 
compte le nombre de cellules sur le cote brillant de la membrane (cellules qui ont migre). On calcule 
ensuite I'indice de chimiotactisme de I'echantillon vis-a-vis des cellules considerees (monocytes ou 
neutrophiles), lequel est defini comme le rapport du nombre de cellules qui ont migre vers I'echantillon sur 

50 le nombre de cellules qui ont migre dans une experience temoin vers le milieu ou tampon de dilution. 

3) Preparation des echantillons 

a) Echantillons de la proteine NC30 recombinante : 

55 

proteine NC30 issue de levure, purifiee comme decrit dans la section 12, a des concentrations de 0,1, 1, 10 
et 100 ng/ml. 
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b) Temoin : 

Le peptide formyl-Met-Leu-Phe, generalement appele fMLP (Sigma- ref. F 3506), a une concentration de 1 
txlVI (concentration employee habituellement pour une utilisation comme temoin positif de chimiotactisme. 

5 

4) Resultats : 

Les principaux resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 6 ci-apres, qui precise I'indice de 
chimiotactisme vis-a-vis des monocytes et I'indice de chimiotactisme vis-a-vis des neutrophiles pour la 
70 proteine NC30 a differentes concentrations et le temoin fMLP. Get indice a ete calcule en faisant la 
moyenne de quatre experiences independantes. 

Tableau 6 



Proteine NC30 ng/ml 


Indice de chimiotactisme 
vis-a-vis des monocytes 


Indice de chimiotactisme 
vis-a-vis des neutrophiles 


0,1 


2,2 


0,6 


1 


4,1 


1,0 


10 


6,1 


1,2 


100 


5,1 


1,1 


fMLP 1 ixM 


3,0 


3,8 



On constate qu'aux concentrations testees, la proteine NC30 n'a pas d'effet significtif sur les neutrophi- 
les mais qu'a une concentration de 1, 10 et 100 nm/ml, celle-ci a un indice de chimiotactisme vis-a-vis des 
monocytes nettement superieur a celui du fMLP. 

La proteine NC30 est done un chimioattractant puissant et specifique des monocytes. 

SECTION 19 : Activite immunomodulatrice in vivo chez la souris 

La proteine NC30 purifiee issue de la levure a ete testee pour son activite immunomodulatrice dans 
deux modeles infectieux systemiques chez la souris. 

1 ) Materiel et methode 

a) Animaux 

Des souris femelles CD 1 provenant de C. River (France) et ayant un poids moyen de 25 g ont ete 
utilisees dans cette etude. Les lots utilises comportent 8 ou 10 souris. 

b) Souches bacteriennes 

Une souche Listeria monocytogenes disponible aupres de la Collection de I'lnstitut Pasteur sous le n° 
CIP 5734 et une couche E. coli , isolat clinique, conservees a -70 °C, ont ete les couches infectantes; 

c) Echantillons 

La proteine NC30 issue de levure purifiee comme decrit dans la section 12 a ete utilisee diluee dans 
une solution de NaCI 0,15 M contenant 1 % en volume de plasma de souris. Cette solution serf de temoin. 

d) Traitement des souris 

Apres repartition au hasard des souris en plusieurs lots, la proteine NC30 a ete administree par voie 
intraperitoneale aux doses de 2 et 20 ng/kg, a des intervalles de temps de 24 ou 4 h avant I'infection. Le lot 
temoin a ete traite par le diluant. 
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e) Modeles infectieux 

Deux modeles infectieux septicemiques faisant appel a des souches E. Coli et L. monocytogenes ont 
ete utilises. Ces modeles ont ete decrits par Kong-Tek Chong, 1987, Infection and Immunity, 1987, 55, 3, p. 
5 668-673 et M. Haakfrendscho et al. Infection and Immunity, 1989, 57, 10, p. 3014-3021. 

Les souches E. coli et L. monocytogenes ont ete cultivees dans un bouillon nutritif (Nutrient Broth, 
Oxoid) pendant 18 h a 37 °C. Un volume de 0,5 ml d'une dilution appropriee du bouillon de culture 
correspondant a 5x10^ UFC (unite formant colonie) a ete administre aux souris par la voie intraperitoneale. 
Les mortalites dans les differents lots ont ete enregistrees quotidiennement jusqu'au dixieme jour. 

70 

f) Exploitation statistique 

Le nombre de souris survivantes observe dans les lots traites a ete compare a celui du lot temoin par 
le test du khi2. La difference a ete consideree significative lorsque la probabilite etait superieure a 95 %. 

75 

2) Resultats 

a) Infection par L. Monocytogenes 

20 Les lots de souris traites par voie intraperitoneale a des intervalles de temps T de 24 ou 4 h avant 
I'infection par 2 ou 20 ug/kg de la proteine NC30 se sont composes comme les lots temoins. Aucune 
amelioration du taux de survie n'a ete constatee. 

b) Infection par E. Coli 

25 

Les resultats sont rassembles dans le tableau 7 ci-apres qui precise la proportion de souris survivantes 
dans les lots testes. 

Tableau 7 

30 



Nombre de souris survivantes/nombre de souris infectees par E. Coli selon la dose de proteine NC30 et 
I'intervalle de temps T separant le traitement de I'infection. 


T 


24 heures 


4 heures 


Dose (ug/kg) 


Exp. 1 


Exp. 1 


Exp. 2 


Exp. 3 


0 (temoin) 


3/8 


1/10 


1/8 


2/8 


2 


3/8 


5/8* 


3/8 


2/8 


20 


7/8* 


non teste 


5/8* 


3/8 



* difference significative par rapport au temoin avec une probabilite superieure a 95 %. 



On constate : 

45 Les souris traitees par voie intraperitoneale 24 h avant I'infection par 20 ug/kg de la proteine NC30 ont 
significativement mieux resiste a I'infection microbienne que les souris du lot temoin. 

Le traitement preventif administre par voie intraperitoneale 4 h avant I'infection a ete efficace dans deux 
des trois experiences realisees et a permis I'augmentation significative du taux de survie des animaux 
traites par rapport a celui des animaux temoins. Dans une premiere experience, la seule dose de 2 ug/kg 

50 testee a ete active. Dans une seconde experience, seule la dose de 20 ug/kg a protege les souris centre 
I'infection par E. coli . 

Dans une autre serie d'experiences effectuees sur des lots de 20 souris on a constate qu'une dose de 
32 ug/kg de proteine NC30 issue de levure, purifiee comme decrit dans la section 12, administree 24 
heures avant I'infection par E. coli , permettait un taux de survie nettement plus important des souris : 1 1 sur 
55 20 centre 2 sur 20 pour le temoin. La difference constatee est significative avec une probabilite superieure 
a 99 % selon le test de Student. 

La proteine NC30 a done aussi in vivo un effet immunomodulateur. 
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La proteine NC30 est done une nouvelle lymphokine possedant des activites immunomodulatriees de 
type cytokine in vitro (proliferation cellulaire, activation cellulaire, chinniotactisnne et regulation de la 
syntliese d'autres cytokines) et in vivo. Elle agit sur au moins deux cellules cles du systenne innnnunitaire : 
les monocytes et les lymphocytes B. II s'agit done d'une nouvelle interleukine. Certaines de ses proprietes 
5 sont en commun avec rinterleukine-4 : inhibition de la synthese de I'interleukine-I ;8 et de rinterleukine-6 
par les monocytes humains du sang peripherique actives au LPS et modulation de I'expression de 
I'antigene CD23 sur les lymphocytes B des amygdales (W. Paul, 1991, Blood, 77, 1959 et Waal Malefyt et 
al, 1991, J. Exp. Med., 174, 1199-1220). 

10 Revendications 

Revendlcatlons pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, PT, 
SE 

1. Proteine a activite de type cytokine, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence (ai ) ci-apres : 

75 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu He Glu Glu Leu 
15 10 15 

20 Val Asn lie Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met 

20 25 30 

Val Trp Ser He Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu 

35 40 45 

Ser Leu He Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala He Glu Lys Thr Gin Arg 

50 55 60 

Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser 
30 65 70 75 80 

Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys He Glu Val Ala Gin Phe Val Lys 

85 90 95 

Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 
100 105 110 



dans laquelle Xaa represente Asp ou Gly, 
40 ou une sequence presentant un degre d'homologie eleve avec la sequence (ai ) 

2. Proteine selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle comprend immediatement en amont de la 
sequence (ai ) la sequence : Ser Pro. 

45 3. Proteine selon I'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle a une masse moleculaire 
apparente de 9,0 ± 2 kDa. 

4. Proteine selon I'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle a une masse moleculaire 
apparente de 16,0 ± 2 kDa. 

50 

5. Proteine selon I'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle est N-glycosylee. 

6. Proteine selon I'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle presente un degre de purete, 
determine par electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et revelation a I'argent, 

55 superieur a 70 %. 

7. Proteine selon I'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle presente un degre de purete, 
determine par electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et revelation a I'argent, 
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superieur a 90 %. 

8. Proteine selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle comprend un residu methionine immedia- 
tement en amont de la sequence (ai ). 

9. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle connprend en outre une sequence signal 
de sequence (b+) : 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 
20 



10. Proteine selon la revendication 9, caracterisee en ce que la sequence (U) est situee innnnediatement en 
amont de la sequence (ai ). 

11. ADN recombinant, caracterise, en ce qu'il code pour une proteine selon I'une des revendications 1 et 2 
ou pour un precurseur d'une proteine selon I'une des revendications 1 et 2. 

12. ADN recombinant, caracterise en ce qu'il code pour un precurseur d'une proteine selon I'une des 
revendications 1 et 2, qui comprend une sequence signal. 

13. ADN recombinant selon la revendication 12, caracterise en ce que la sequence codant pour la proteine 
mature comprend la sequence suivante (Nal): 



GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC 
AGGAGCTGGT CAACATCACC 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT 
GACATGTACT GTGCAGCCCT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA 
CGAGGGACGG TTCAAC 



AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC 
CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
CATTTAAAGA AACTTTTTCG 



14. ADN recombinant selon la revendication 12, caracterise en ce que la sequence codant pour la proteine 
mature comprend la sequence suivante (Na1'): 



GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC 
AGGAGCTGGT CAACATCACC 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT 



AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
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GGCATGTACT GTGCAGCCCT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA 
CGAGGGACGG TTCAAC 



GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC 
CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
CATTTAAAGA AACTTTTTCG 



15. ADN recombinant selon I'une des revendications 12 a 14, caracterise en ce que la sequence signal est 
une sequence choisie parmi les sequences (b1), (b2), (b3) et (b4) suivantes : 

(bl) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

(b2) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

Ser Pro 

(b3) 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala 

(b4) 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 
20 



16. ADN recombinant selon la revendication 15, caracterise en ce que la sequence nucleotidique codant 
pour le peptide signal est choisie parmi les sequences (Nbl), (Nb2), (Nb3) et (Nb4) suivantes : 
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(Nbl) 

ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGITG GCACTGGGCC 

TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 

CCTTGGCGGC TTTGCC 

(Nb2) 

ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 

TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 

CCTTGGCGGC TTTGCCTCCC CA 

(Nb3) 

ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 

TTGGCGGCTT TGCC 

(Nb4) 

ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 

TTGGCGGCTT TGCCTCCCCA 



25 17. Vecteur d'expression, caracterise en ce qu'il contient, avec les moyens necessaires a son expression, 
un ADN reconnbinant selon I'une des revendications 11 a 16. 

18. Cellules eucaryotes, caracterisees en ce qu'elles contiennent, avec les nnoyens necessaires a leur 
expression, un ADN reconnbinant selon I'une des revendications 11 a 16. 

30 

19. Cellules eucaryotes selon la revendication 18, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules aninnales. 

20. Cellules animales selon la revendication 19, caracterisees en ce qu'elles contiennent un vecteur 
d'expression selon la revendication 17. 

35 

21. Cellules animales selon la revendication 20, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules CHO. 

22. Cellules animales selon la revendication 20, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules COS. 

40 23. Cellules eucaryotes selon la revendication 18, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules de levure. 

24. Microorganisme procaryote caracterise en ce qu'il est transforme par un vecteur d'expression selon la 
revendication 17. 

45 25. Microorganisme procaryote selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il appartient a I'espece E. 
coli. 

26. Precede de preparation d'une proteine selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape de culture de cellules animales selon I'une des revendications 19 a 22, suivie de 

50 I'isolement et de la purification de la proteine recombinante. 

27. Precede de preparation d'une proteine selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape de culture de cellules de levure selon la revendication 23 suivie de I'isolement et 
de la purification de la proteine recombinante. 

55 

28. Medicament caracterise en ce qu'il contient une proteine selon I'une quelconque des revendications 1 
a 8. 
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Revendlcatlons pour I'Etat contractant sulvant : ES 

1. Precede d'obtention d'une proteine a activite de type cytokine, qui comprend la sequence (ai) suivante 

5 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu He Glu Glu Leu 
15 10 15 

70 Val Asn lie Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met 

20 25 30 

Val Trp Ser lie Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu 

35 40 45 

Ser Leu He Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala He Glu Lys Thr Gin Arg 

50 55 60 

Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser 
20 65 70 75 80 

Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys He Glu Val Ala Gin Phe Val Lys 
85 90 95 

25 Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 

100 105 110 

dans laquelle Xaa represente Asp ou Gly, 
30 ou une sequence presentant un degre d'homologie eleve avec la sequence (ai ), qui consiste a 

(i) cultiver des cellules aninnales ou de levure qui contiennent un vecteur d'expression contenant, 
avec les nnoyens necessaires a son expression, un ADN recombinant codant pour ladite proteine ou 
un precurseur de celle-ci, 

(ii) isoler les cellules cultivees, et 

35 (iii) purifier la proteine recombinante a partir des cellules isolees. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite proteine comprend immediatement en 
amont de la sequence (ai ) la sequence : Ser Pro. 

40 3. Precede selon I'une des revendicatiens 1 et 2, caracterise en ce que ladite proteine a une masse 
moleculaire apparente de 9,0 ± 2 kDa. 

4. Precede selon I'une des revendicatiens 1 et 2, caracterise en ce que ladite proteine a une masse 
moleculaire apparente de 16,0 ± 2 kDa. 

45 

5. Precede selon I'une des revendicatiens 1 et 2, caracterise en ce ladite proteine est N-glycosylee. 

6. Precede selon I'une des revendicatiens 1 et 2, caracterise en ce que ladite proteine presente un degre 
de purete, determine par electrephorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et revelation a 

50 I'argent, superieur a 70 %. 

7. Precede selon I'une des revendicatiens 1 et 2, caracterise en ce que ladite proteine presente un degre 
de purete, determine par electrephorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et revelation a 
I'argent, superieur a 90 %. 

55 

8. Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce que ladite proteine comprend un residu methionine 
immediatement en amont de la sequence (ai). 



48 



EP 0 506 574 B1 



9. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite proteine comprend en outre une 
sequence signal de sequence (U) : 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 

20 

10. Precede selon la revendication 9, caracterise en ce que la sequence (b+) est situee innnnediatement en 
amont de la sequence (ai ). 

11. Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise en ce que I'ADN reconnbinant code 
pour un precurseur de ladite proteine, qui connprend une sequence signal. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que la sequence de I'ADN recombinant codant 
pour la proteine mature comprend la sequence suivante (Nal): 

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GACATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACTTTTTCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 

13. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que la sequence de I'ADN recombinant codant 
pour la proteine mature comprend la sequence suivante (Nal '): 

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GGCATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTTrTCC 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACTTTTTCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 



14. Procede selon I'une des revendications 11 a 13, caracterise en ce que ladite sequence signal est une 
sequence choisie parmi les sequences (b1), (b2), (b3) et (b4) suivantes : 
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(bl) 



(b2) 



Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

Ser Pro 



(b3) 



(b4) 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 
20 



15. Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que la sequence nucleotidique codant pour le 
peptide signal est choisie parmi les sequences (Nb1), (Nb2), (Nb3) et (Nb4) suivantes : 
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(Nbl) 

ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 

TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 

CCTTGGCGGC TTTGCC 

(Nb2) 

ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 

TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 

CCTTGGCGGC TTTGCCTCCC CA 

(Nb3) 

ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 

TTGGCGGCTT TGCC 

(Nb4) 

ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 

TTGGCGGCTT TGCCTCCCCA 



16. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, caracterise en ce que les cellules cultivees 
sont des cellules animales choisies parmi les cellules CHO et les cellules COS. 

17. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, caracterise en ce que les cellules cultivees 
sont des cellules de levure. 

Revendications pour I'Etat contractant sulvant : GR 

1. Proteine a activite de type cytokine, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence (ai) ci-apres : 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu He Glu Glu Leu 

15 10 15 

Val Asn He Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met 

20 25 30 

Val Trp Ser lie Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu 

35 40 45 

Ser Leu He Asn Val Ser Gly Cys Scr Ala He Glu Lys Thr Gin Arg 

50 55 60 

Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser 
65 70 75 80 

Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys He Glu Val Ala Gin Phe Val Lys 

85 90 95 

Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 
100 105 110 



dans laquelle Xaa represente Asp ou Gly, 
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ou une sequence presentant un degre d'homologie eleve avec la sequence (ai ) 

2. Proteine selon la revendicatlon 1 , caracterlsee en ce qu'elle connprend Imnnedlatennent en annont de la 
sequence (ai ) la sequence : Ser Pro. 

3. Proteine selon I'une des revendlcations 1 et 2, caracterlsee en ce qu'elle a une masse moleculaire 
apparent© de 9,0 ± 2 kDa. 

4. Proteine selon I'une des revendlcations 1 et 2, caracterlsee en ce qu'elle a une masse moleculaire 
apparente de 16,0 ± 2 kDa. 

5. Proteine selon I'une des revendlcations 1 et 2, caracterlsee en ce qu'elle est N-glycosylee. 

6. Proteine selon I'une des revendlcations 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle presente un degre de purete, 
determine par electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et revelation a I'argent, 
superieur a 70 %. 

7. Proteine selon I'une des revendlcations 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle presente un degre de purete, 
determine par electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et revelation a I'argent, 
superieur a 90 %. 

8. Proteine selon la revendicatlon 1 , caracterlsee en ce qu'elle comprend un residu methionine immedia- 
tement en amont de la sequence (ai ). 

9. Proteine selon la revendicatlon 1, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre une sequence signal 
de sequence (b+) : 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 

20 



10. Proteine selon la revendicatlon 9, caracterisee en ce que la sequence (b+) est situee immediatement en 
amont de la sequence (ai ). 

11. ADN recombinant, caracterise, en ce qu'il code pour une proteine selon I'une des revendlcations 1 et 2 
40 ou pour un precurseur d'une proteine selon I'une des revendlcations 1 et 2. 

12. ADN recombinant, caracterise en ce qu'il code pour un precurseur d'une proteine selon I'une des 
revendications 1 et 2, qui comprend une sequence signal. 

45 13. ADN recombinant selon la revendicatlon 12, caracterise en ce que la sequence codant pour la proteine 
mature comprend la sequence suivante (Nal): 



50 
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GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GACATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACl l l l lCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 

14. ADN recombinant selon la revendication 12, caracterise en ce que la sequence codant pour la proteine 
mature comprend la sequence suivante (Na1'): 



GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC 
AGGAGCTGGT CAACATCACC 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT 
GGCATGTACT GTGCAGCCCT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG 



AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC 



AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACTTTTTCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 



40 15. ADN recombinant selon I'une des revendications 12 a 14, caracterise en ce que la sequence signal est 
une sequence cfioisie parmi les sequences (b1), (b2), (b3) et (b4) suivantes : 



45 



50 
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(bl) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

(b2) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

SerPro 

(b3) 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala 

(b4) 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 

20 

16. ADN recombinant selon la revendication 15, caracterise en ce que la sequence nucleotidique codant 
pour le peptide signal est choisie parmi les sequences (Nb1), (Nb2), (Nb3) et (Nb4) suivantes : 

(Nbl) 

ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
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TCATGGCGCT TTTOTTGACC 
CCTTGGCGGC TTTGCC 



ACGGTCATTG CTCTCACTTG 



5 



(Nb2) 



ATGCATCCGC TCCTCAATCC 
TCATGGCGCT TTTGTTGACC 
CCTTGGCGGC TFTGCCTCCC 



TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
ACGGTCATTG CTCTCACTTG 



CA 



70 



(Nb3) 



ATGGCGCTTT TGTTGACCAC 
TTGGCGGCTT TGCC 



GGTCATTGCT CTCACTTGCC 



75 



(Nb4) 



ATGGCGcrrr tgttgaccac 

TTGGCGGCTT TGCCTCCCCA 



GGTCATTGCT CTCACTTGCC 



20 



17. Vecteur d'expression, caracterise en ce qu'il contient, avec les moyens necessaires a son expression, 
un ADN recombinant selon I'une des revendications 11 a 16. 

25 18. Cellules eucaryotes, caracterisees en ce qu'elles contiennent, avec les nnoyens necessaires a leur 
expression, un ADN reconnbinant selon I'une des revendications 11 a 16. 

19. Cellules eucaryotes selon la revendication 18, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules aninnales. 

30 20. Cellules aninnales selon la revendication 19, caracterisees en ce qu'elles contiennent un vecteur 
d'expression selon la revendication 17. 

21. Cellules animales selon la revendication 20, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules CHO. 

35 22. Cellules animales selon la revendication 20, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules COS. 

23. Cellules eucaryotes selon la revendication 18, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules de levure. 

24. Microorganisme procaryote caracterise en ce qu'il est transforme par un vecteur d'expression selon la 
40 revendication 17. 

25. Microorganisme procaryote selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il appartient a I'espece E. 
coli. 

45 26. Precede de preparation d'une proteine selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape de culture de cellules animales selon I'une des revendications 19 a 22, suivie de 
I'isolement et de la purification de la proteine recombinante. 

27. Precede de preparation d'une proteine selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il 
50 comprend une etape de culture de cellules de levure selon la revendication 23 suivie de I'isolement et 

de la purification de la proteine recombinante. 

28. Precede de preparation d'un medicament contenant la proteine selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 8, caracterise en ce qu'il consiste a melanger ladite proteine avec un excipient pharmaceuti- 

55 quement acceptable. 
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Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, PT, SE 

1. Protein having cytokine type activity, characterised in that it comprises the sequence (ai) below: 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu He Glu Glu 
15 10 15 

Leu Val Asn He Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly 

20 25 30 

Ser Met Val Trp Ser lie Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala 

35 40 45 

Ala Leu Glu Ser Leu lie Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala He Glu 

50 55 60 

Lys Thr Gin Arg Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser 

65 70 75 

Ala Gly Gin Phe Ser Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys lie Glu 

80 85 90 

Val Ala Gin Phe Val Lys Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu 

95 100 105 

Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 

110 

in which Xaa represents Asp or Gly 

or a sequence possessing a high degree of homology with the sequence {a^ ). 

2. Protein according to Claim 1 , characterised in that it comprises, immediately upstream of the sequence 
(ai ), the sequence: Ser Pro. 

3. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it has an apparent molecular mass of 
9.0 ± 2 kDa. 

4. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it has an apparent molecular mass of 
16.0 ± 2 kDa. 

5. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it is N-glycosylated. 

6. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it possesses a degree of purity, 
determined by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS and visualisation with silver, 
of greater than 70%. 

7. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it possesses a degree of purity, 
determined by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS and visualisation with silver, 
of greater than 90%. 

8. Protein according to Claim 1, characterised in that it comprises a methionine residue immediately 
upstream of the sequence (ai ). 

9. Protein according to Claim 1 , characterised in that it further comprises a signal sequence of sequence 
(b4): 
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Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
1 5 10 15 

Gly Phe Ala Ser Pro 
20 



10. Protein according to Claim 9, characterised in that the sequence (b4) is located immediately upstream 
of the sequence (ai ). 

11. Recombinant DNA, characterised in that it codes for a protein according to one of Claims 1 and 2 or for 
a precursor of a protein according to one of Claims 1 and 2. 

12. Recombinant DNA, characterised in that it codes for a precursor of a protein according to one of 
Claims 1 and 2 which comprises a signal sequence. 

13. Recombinant DNA according to Claim 12, characterised in that the sequence coding for the mature 
protein comprises the following sequence (Nal) : 



GGCCCTGTGC 
AGGAGGTGGT 
CTGCAATGGC 
GACATGTACT 
CAGGCTGCAG 
CGGATTCTGC 
AGGTTGCATG 
TTGTAAAGGA 
CGAGGGACGG 



CTCCCTCTAG 
CAACATCACC 
AGCATGGTAT 
GTGCAGCCCT 
TGCCATCGAG 
CCGCACAAGG 
TCCGAGACAC 
CGTGCTCTTA 
TTCAAC 



AGGGGTGAGG 
CAGAACGAGA 
GGAGCATCAA 
GGAATCCGTG 
AAGACCCAGA 
TCTCAGCTGG 
GAAAATCGAG 
GATTTAAAGA 



GAGCTGATTG 
AGGGTGGGGT 
CCTGACAGCT 
ATGAAGGTGT 
GGATGCTGAG 
GCAGTriTGC 
GTGGGCCAGT 
AAGTTTTTCG 



14. Recombinant DNA according to Claim 12, characterised in that the sequence coding for the mature 
protein comprises the following sequence (Nal') : 



GGGCCTGTGC 
AGGAGGTGGT 
GTGGAATGGC 
GGGATGTACT 
GAGGCTGGAG 
CGGATTCTGG 
AGGTTGCATG 
TTGTAAAGGA 
CGAGGGACGG 



CTCCCTCTAG 
CAACATCACC 
AGCATGGTAT 
GTGCAGCCCT 
TGCCATCGAG 
CCGCACAAGG 
TCCGAGACAC 
CCTGCTCTTA 
TTCAAC 



AGCCCTCAGG 
CAGAACGAGA 
GGAGCATCAA 
GGAATCCGTG 
AAGACCCAGA 
TCTCAGCTGG 
GAAAATCGAG 
GATTTAAAGA 



GAGCTGATTG 
AGGCTCCGCT 
CCTGACAGCT 
ATCAACGTGT 
GGATGCTGAG 
GCAGTTTTCC 
GTGGGCCAGT 
AAC! II IICG 



57 



EP 0 506 574 B1 



15. Recombinant DNA according to one of Clainns 12 to 14, characterised in that the signal sequence is a 
sequence chosen fronn the following sequences (b1), (b2), (b3) and (b4): 



(b1) 



(b2) 



(b3) 



Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met 
15 10 15 

Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 
20 25 30 

Phe Ala 



Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met 
15 10 15 

Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 
20 25 30 

Phe Ala Ser Pro 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
1 5 10 15 

Gly Phe Ala 



(b4) 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
15 10 15 

Gly Phe Ala Ser Pro 
20 



16. Recombinant DNA according to Claim 15, characterised In that the nucleotide sequence coding for the 
signal peptide Is chosen from the following sequences (Nbl), (Nb2), (Nb3) and (Nb4): 
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(Nb1) 



(Nb2) 



(Nb3) 



ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCG 
TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CCTTGGCGGC TTTGCC 



ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
TCATGGCGCT TrrGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CCTTGGCGGC TTTGCCTCCC CA 



ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 
TTGGCGGCTT TGCC 



(Nb4) 



ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 
TTGGCGGCTT TGCCTCCCCA 



30 17. Expression vector, characterised in that it contains a reconnbinant DNA according to one of Claims 11 
to 16 with the nneans needed for its expression. 

18. Eukaryotic cells, characterised in that they contain a recombinant DNA according to one of Claims 11 
to 16 with the means needed for their expression. 

35 

19. Eukaryotic cells according to Claim 18, characterised in that they are animal cells. 

20. Animal cells according to Claim 19, characterised in that they contain an expression vector according to 
Claim 17. 

40 

21. Animal cells according to Claim 20, characterised in that they are CHO cells. 

22. Animal cells according to Claim 20, characterised in that they are COS cells. 

45 23. Eukaryotic cells according to Claim 18, characterised in that they are yeast cells. 

24. Prokaryotic microorganism, characterised in that it is transformed by an expression vector according to 
Claim 17. 

50 25. Prokaryotic microorganism according to claim 24, characterised in that it belongs to the species E. coli . 

26. Method for preparing a protein according to one of Claims 1 to 8, characterised in that it comprises a 
step of culturing animal cells according to one of Claims 19 to 22, followed by isolation and purification 
of the recombinant protein. 

55 

27. Method for preparing a protein according to one of Claims 1 to 8, characterised in that it comprises a 
step of culturing yeast cells according to Claim 23, followed by isolation and purification of the 
recombinant protein. 
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28. Medicinal product, characterised in that it contains a protein according to any one of Clainns 1 to 8. 
Claims for the following Contracting State : ES 

1. IVIethod for obtaining a protein having cytokine type activity, which connprises the following sequence 
(ai): 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg GIu Leu lie Glu Glu 
15 10 15 

Leu Val Asn lie Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly 

20 25 30 

Ser Met Val Trp Ser lie Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala 

35 40 45 

Ala Leu Glu Ser Leu lie Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala He Glu 

50 55 60 

Lys Thr Gin Arg Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser 

65 70 75 

Ala Gly Gin Phe Ser Ser Leu His Vai Arg Asp Thr Lys lie Glu 

80 85 90 

Val Ala Gin Phe Val Lys Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu 

95 100 105 

Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 

110 

in which Xaa represents Asp or Gly 

or a sequence possessing a high degree of homology with the sequence (ai ), 
which consists in 

(i) culturing animal or yeast cells which contain an expression vector containing, with the means 
needed for its expression, a recombinant DNA coding for said protein or a precursor thereof, 

(ii) isolating the cultured cells, and 

(iii) purifying the recombinant protein from the isolated cells. 

2. Method according to Claim 1 , characterised in that said protein comprises, immediately upstream of the 
sequence (ai ), the sequence: Ser Pro. 

3. Method according to one of Claims 1 and 2, characterised in that said protein has an apparent 
molecular mass of 9.0 ± 2 kDa. 

4. Method according to one of Claims 1 and 2, characterised in that said protein has an apparent 
molecular mass of 16.0 ± 2 kDa. 

5. Method according to one of Claims 1 and 2, characterised in that said protein is N-glycosylated. 

6. Method according to one of Claims 1 and 2, characterised in that said protein possesses a degree of 
purity, determined by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS and visualisation with 
silver, of greater than 70%. 

7. Method according to one of Claims 1 and 2, characterised in that said protein possesses a degree of 
purity, determined by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS and visualisation with 
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silver, of greater than 90%. 

8. Method according to Claim 1, characterised in that said protein connprises a methionine residue 
immediately upstream of the sequence (ai ). 

9. Method according to Claim 1 , characterised in that said protein further comprises a signal sequence of 
sequence (b4): 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
1 5 10 15 

Gly Phe Ala Ser Pro 
20 



10. Method according to Claim 9, characterised in that the sequence (b4) is located immediately upstream 
of the sequence (ai ). 

11. Method according to Claim 1 or Claim 2, characterised in that the recombinant DNA codes for a 
precursor of said protein, which comprises a signal sequence. 

12. Method according to Claim 11, characterised in that the sequence of the recombinant DNA coding for 
the mature protein comprises the following sequence (Nal) : 



GGCCCTGTGC 
AGGAGCTGGT 
CTGCAATGGC 
GACATGTACT 



CTCCCTCTAC 
CAACATCACC 
AGCATGGTAT 
GTGCAGCGCT 



AGGCCTCAGG 
CAGAACCAGA 
GGAGCATCAA 
GGAATCCCTG 



GAGCTCATTG 
AGGCTCCGCT 
CCTGACAGCT 
ATCAACGTGT 



CAGGCTGCAG 
CGGATTCTQC 
AGCTTGCATG 
TTGTAAAGGA 
CGAGGGACGG 



TGGCATCGAG 
CCGCAGAAGG 
TCCGAGACAC 
CCTGCTCTTA 
TTCAAC 



AAGACCCAGA 
TCTCAGCTGG 
CAAAATCGAG 
CATTTAAAGA 



GGATGCTGAG 
GCAGTTTTCC 
GTGGCCCAGT 
AACTTTTTCG 



13. Method according to Claim 11, characterised in that the sequence of the recombinant DNA coding for 
the mature protein comprises the following sequence (Nal') : 
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GGCCCTGTGC 
AGGAGCTGGT 
CTGCAATGGC 
GGCATGTACT 
CAGGGTGCAG 
CGGATTCTGC 
AGCTTGCATG 
TTGTAAAGGA 
CGAGGGACGG 



GTCCCTCTAG 
CAACATCACC 
AGGATGGTAT 
GTGGAGCCGT 
TGGGATGGAG 
GCGCAGAAGG 
TGCGAGAGAC 
CCTGCTCTTA 
TTCAAG 



AGGCCTGAGG 
CAGAACGAGA 
GGAGCATCAA 
GGAATCGGTG 
AAGAGCCAGA 
TCTCAGCTGG 
CAAAATCGAG 
CATTTAAAGA 



GAGCTCATTG 
AGGCTCCGCT 
CCTGACAGCT 
ATGAACGTGT 
GGATGGTGAG 
GCAGTTTTCC 
GTGGCCCAGT 
AACI I I I ICG 



14. Method according to one of Claims 11 to 13, characterised in that said signal sequence is a sequence 
chosen from the following sequences (b1), (b2), (b3) and (b4): 



Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met 
15 10 15 

Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 
20 25 30 

Phe Ala 



Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met 
15 10 15 

Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 
20 25 30 
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Phe Ala Ser Pro 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
1 5 10 15 

Gly Phe Ala 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
15 10 15 

Gly Phe Ala Ser Pro 
20 



15. Method according to Claim 14, characterised in that the nucleotide sequence coding for the signal 
peptide is chosen from the following sequences (Nb1), (Nb2), (Nb3) and (Nb4): 



(Nbl) 



(Nb2) 



(Nb3) 



(Nb4) 



ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGrTG GCACTGGGCC 
TCATGGCGCT nTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CCTTGGCGGC TTTGCC 



ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
TCATGGCGCT TFTGTrGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CCTTGGCGGC TTTGCCTCCC CA 



ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 
TTGGCGGCTT TGCC 



ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 
TTGGCGGCTT TGCCTCCCCA 



16. Method according to any one of Claims 1 to 15, characterised in that the cultured cells are animal cells 
chosen from the CHO cells and the COS cells. 



17. Method according to any one of Claims 1 to 15, characterised in that the cultured cells are yeast cells. 
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Claims for the following Contracting State : GR 

1. Protein having cytokine type activity, characterised in that it connprises the sequence (ai) below: 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu lie Glu Glu 
15 10 15 

Leu Val Asn lie Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly 

20 25 30 

Ser Met Val Trp Ser lie Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala 

35 40 45 

Ala Leu Glu Ser Leu lie Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala He Glu 

50 55 60 

Lys Thr Gin Arg Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser 

65 70 75 

Ala Gly Gin Phe Ser Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys lie Glu 

80 85 90 

Val Ala Gin Phe Val Lys Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu 

95 100 105 

Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 

110 

in which Xaa represents Asp or Gly 

or a sequence possessing a high degree of homology with the sequence {a^ ). 

2. Protein according to Claim 1 , characterised in that it comprises, immediately upstream of the sequence 
(ai ), the sequence: Ser Pro. 

3. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it has an apparent molecular mass of 
9.0 ± 2 kDa. 

4. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it has an apparent molecular mass of 
16.0 ± 2 kDa. 

5. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it is N-glycosylated. 

6. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it possesses a degree of purity, 
determined by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS and visualisation with silver, 
of greater than 70%. 

7. Protein according to one of Claims 1 and 2, characterised in that it possesses a degree of purity, 
determined by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS and visualisation with silver, 
of greater than 90%. 

8. Protein according to Claim 1, characterised in that it comprises a methionine residue immediately 
upstream of the sequence (ai ). 

9. Protein according to Claim 1 , characterised in that it further comprises a signal sequence of sequence 
(b4): 
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Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
1 5 10 15 

Gly Phe Ala Ser Pro 
20 



10. Protein according to Claim 9, characterised in that the sequence (b4) is located immediately upstream 
of the sequence (ai ). 

11. Recombinant DNA, characterised in that it codes for a protein according to one of Claims 1 and 2 or for 
a precursor of a protein according to one of Claims 1 and 2. 

12. Recombinant DNA, characterised in that it codes for a precursor of a protein according to one of 
Claims 1 and 2 which comprises a signal sequence. 

13. Recombinant DNA according to Claim 12, characterised in that the sequence coding for the mature 
protein comprises the following sequence (Nal) : 



GGCCCTGTGC 


CTCCCTCTAC 


AGGGCTCAGG 


GAGCTCATTG 


AGGAGCTGGT 


CAACATCACC 


CAGAACCAGA 


AGGCTCCGCT 


CTGCAATGGC 


AGCATGGTAT 


GGAGCATCAA 


CCTGACAGCT 


GACATGTACT 


GTGCAGCCCT 


GGAATCCCTG 


ATCAACGTGT 


CAGGCTGCAG 


TGCCATCGAG 


AAGACCCAGA 


GGATGCTGAG 


CGGATTCTGC 


CCGCACAAGG 


TCTCAGCTGG 


GCAGTTTTCC 


AGCTTGCATG 


TCCGAGACAC 


CAAAATCGAG 


GTGGCCCAGT 


TTGTAAAGGA 


CGTGCTCTTA 


CATTTAAAGA 


AACTTTTTCG 


CGAGGGACGG 


TTCAAC 







14. Recombinant DNA according to Claim 12, characterised in that the sequence coding for the mature 
protein comprises the following sequence (NaT): 



GGCCCTGTGC 


CTCCCTCTAC 


AGCCCTCAGG 


GAGCTCATTG 


AGGAGCTGGT 


CAACATCACC 


CAGAACCAGA 


AGGCTCCGCT 


CTGCAATGGC 


AGCATGGTAT 


GGAGCATCAA 


CCTGACAGCT 


GGCATGTACT 


GTGCAGCCCT 


GGAATCCCTG 


ATCAACGTGT 


CAGGCTGCAG 


TGCCATCGAG 


AAGACCCAGA 


GGATGCTGAG 


CGGATTCTGC 


CCGCACAAGG 


TCTCAGCTGG 


GCAGTTTTCC 


AGCTTGCATG 


TCCGAGACAC 


CAAAATCGAG 


GTGGCCCAGT 


TTGTAAAGGA 


CCTGCTCTTA 


CATTTAAAGA 


AACTTTTTCG 


CGAGGGACGG 


TTCAAC 
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15. Recombinant DNA according to one of Clainns 12 to 14, characterised in that the signal sequence is a 
sequence chosen fronn the following sequences (b1), (b2), (b3) and (b4): 

(b1) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met 
15 10 15 

Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 
20 25 30 

Phe Ala 



Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met 
15 10 15 

Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 
20 25 30 

Phe Ala Ser Pro 



(b3) 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
1 5 10 15 

Gly Phe Ala 



(b4) 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly 
15 10 15 

Gly Phe Ala Ser Pro 
20 



16. Recombinant DNA according to Claim 15, characterised in that the nucleotide sequence coding for the 
signal peptide is chosen from the following sequences (Nbl), (Nb2), (Nb3) and (Nb4): 
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(Nbl) 



(Nb2) 



(Nb3) 



ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CCTTGGCGGC TTTGCC 



ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CCTTGGCGGC TTTGCCTCCC CA 



ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 
TTGGCGGCTT TGCC 



(Nb4) 



ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC 
TTGGCGGCTT TGCCTCCCCA 



30 17. Expression vector, characterised in that it contains a reconnbinant DNA according to one of Claims 11 
to 16 with the nneans needed for its expression. 

18. Eukaryotic cells, characterised in that they contain a recombinant DNA according to one of Claims 11 
to 16 with the means needed for their expression. 

35 

19. Eukaryotic cells according to Claim 18, characterised in that they are animal cells. 

20. Animal cells according to Claim 19, characterised in that they contain an expression vector according to 
Claim 17. 

40 

21. Animal cells according to Claim 20, characterised in that they are CHO cells. 

22. Animal cells according to Claim 20, characterised in that they are COS cells. 

45 23. Eukaryotic cells according to Claim 18, characterised in that they are yeast cells. 

24. Prokaryotic microorganism, characterised in that it is transformed by an expression vector according to 
Claim 17. 

50 25. Prokaryotic microorganism according to claim 24, characterised in that it belongs to the species E. coli . 

26. Method for preparing a protein according to one of Claims 1 to 8, characterised in that it comprises a 
step of culturing animal cells according to one of Claims 19 to 22, followed by isolation and purification 
of the recombinant protein. 

55 

27. Method for preparing a protein according to one of Claims 1 to 8, characterised in that it comprises a 
step of culturing yeast cells according to Claim 23, followed by isolation and purification of the 
recombinant protein. 
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28. Method for preparing a medicinal product containing the protein according to any one of Claims 1 to 8, 
characterised in that it consists in mixing said protein with a pharmaceutically acceptable excipient. 

Patentanspruche 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, PT, SE 

1. Protein mit Wirksamkeit vom Typ eines Cytokine, dadurch gekennzeichnet, daB es die nachstehende 
Sequenz (ai ): 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu lie Glu Glu Leu 

1 5 10 15 

Val Asn lie Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met 

20 25 30 

Val Trp Ser lie Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu 

35 40 45 

Ser Leu He Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala lie Glu Lys Thr Gin Arg 

50 55 60 

Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser 
65 70 75 80 

Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys He Glu Val Ala Gin Phe Val Lys 

85 90 95 

Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phc Arg Glu Gly Arg Phe Asn 
100 105 110 

worin Xaa Asp oder Gly darstellt, oder eine Sequenz, die einen hohen Grad der Homologie mit der 
Sequenz (ai ) aufweist, umfaBt. 

2. Protein nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es unmittelbar stromaufwarts von der Sequenz 
(ai ) die Sequenz Ser Pro aufweist. 

3. Protein nach einem der Ansprtiche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB es eine scheinbare 
Molmasse von 9,0 ± 2 kDa aufweist. 

4. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 es eine scheinbare 
Molmasse von 16,0 ± 2 kDa aufweist. 

5. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 es N-glykosyliert ist. 

6. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Reinheitsgrad, 
bestimmt durch Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel in Anwesenheit von SDS und unter Silber- 
Farbung, von mehr als 70 % aufweist. 

7. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Reinheitsgrad, 
bestimmt durch Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel in Anwesenheit von SDS und unter Silber- 
Farbung, von mehr als 90 % aufweist. 

8. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Methionin-Rest unmittelbar stromauf- 
warts von der Sequenz (ai ) aufweist. 
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9. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es auBerdem eine Signalsequenz mit der 
Sequenz (U) umfaSt: 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

PheAla SerPro 
20 



10. Protein nacfi Ansprucfi 9, dadurcfi gel<ennzeiclinet, daB die Sequenz (U) unmittelbar stronnaufwarts von 
der Sequenz {a^ ) angeordnet ist. 

11. Rekombinante DNS, dadurch gekennzeichnet, daB sie fur ein Protein nach einem der Anspruche 1 und 
2 Oder fur einen Vorlaufer eines Proteins nach einem der Anspruche 1 und 2 codiert. 

12. Rekonnbinante DNS, dadurch gekennzeichnet, daB sie fur einen Vorlaufer eines Proteins nach einem 
der Anspruche 1 und 2 codiert, der eine Signalsequenz umfaBt. 

13. Rekombinante DNS nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die fur das reife Protein codieren- 
de Sequenz die folgende Sequenz (Na1) umfaBt: 

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GACATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AAC l 1 1 1 iCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 



14. Rekombinante DNS nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die fur das reife Protein codieren- 
de Sequenz die folgende Sequenz (Nal') umfaBt: 



GGCCCTGTGC 
AGGAGCTGGT 
CTGCAATGGC 
GGCATGTACT 
CAGGCTGCAG 
CGGATTCTGC 
AGCTTGCATG 
TTGTAAAGGA 
CGAGGGACGG 



CTCCCTCTAC 
CAACATCACC 
AGCATGGTAT 
GTGCAGCCCT 
TGCCATCGAG 
CCGCACAAGG 
TCCGAGACAC 
CCTGCTCTTA 
TTCAAC 



AGCCCTCAGG 
CAGAACCAGA 
GGAGCATCAA 
GGAATCCCTG 
AAGACCCAGA 
TCTCAGCTGG 
CAAAATCGAG 
CATTTAAAGA 



GAGCTCATTG 
AGGCTCCGCT 
CCTGACAGCT 
ATCAACGTGT 
GGATGCTGAG 
GCAGTTTTCC 
GTGGCCCAGT 
AACTTTTTCG 



EP 0 506 574 B1 



15. Rekombinante DNS nach einem der Ansprtiche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, da3 die Signals 
quenz eine Sequenz ist, die aus den folgenden Sequenzen (b1), (b2), (b3) und (b4) ausgewahit ist: 

(bl) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

(b2) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 
15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

ScrPro 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala 

(b4) 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10. 15 

Phe Ala Ser Pro 
20 



16. Rekombinante DNS nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Nucleotidsequenz, die fur das 
Signalpeptid codiert, aus den folgenden Sequenzen (Nbl), (Nb2), (Nb3) und (Nb4) ausgewahit ist: 
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(Nbl) 



ATGCATCCGC 
TCATGGCGCT 
CCITGGCGGC 



(Nb2) 



ATGCATCCGC 
TCATGGCGCT 
CCTTGGCGGC 



(Nb3) 



ATGGCGCTTT 
TTGGCGGCTr 



(Nb4) 



ATGGCGcrrr 

TTGGCGGCTr 



TCCTCAATCC 
TrrGTTGACC 
TTTGCC 

TCCTCAATCC 
TTTGTTGACC 
TTTGCCrCCC 

TGTTGACCAC 
TGCC 

TGTTGACCAC 
TGCCTCCCCA 



TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
ACGGTCATTG CTCTCACTTG 



TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CA 

GGTCATTGCT CTCACTTGCC 



GGTCATTGCT CTCACTTGCC 



17. Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, da3 er, mit den fur seine Expression notwendigen Mittein, 
eine rekonnbinante DNS nach einenn der Anspruche 11 bis 16 enthalt. 

18. Eukaryotische Zellen, dadurch gekennzeichnet, daB sie, nnit den fur ihre Expression notwendigen 
Mittein, eine rekonnbinante DNS nach einem der Anspruche 11 bis 16 enthalten. 

19. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB sie tierische Zellen sind. 

20. Tierische Zellen nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen Expressionsvektor nach 
Anspruch 17 enthalten. 

21. Tierische Zellen nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB sie CHO-Zellen sind. 

22. Tierische Zellen nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB sie COS-Zellen sind. 

23. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB sie Hefezellen sind. 

24. Prokaryotischer Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB er durch einen Expressionsvektor nach 
Anspruch 17 transformiert wird. 

25. Prokaryotischer Mikroorganisnnus nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB er zur Gattung E. 
coli gehort. 

26. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB es einen Kultivierungsschritt tierischer Zellen nach einenn der Anspruche 19 bis 22 unnfaBt, gefolgt 
von der Isolierung und der Reinigung des rekombinanten Proteins. 

27. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB es einen Kultivierungsschritt von Hefezellen nach Anspruch 23 umfaBt, gefolgt von der Isolierung 
und der Reinigung des rekombinanten Proteins. 

28. Medikament, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Protein nach einem der Anspruche 1 bis 8 enthalt. 
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Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : ES 

1. Verfahren zur Herstellung eines Proteins mit Wirksamkeit vom Typ eines Cytokins, das die nachstehen- 
de Sequenz (ai): 

5 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu He Glu Glu Leu 
15 10 15 

70 Val Asn Tic Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met 

20 25 30 

Val Trp Ser He Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu 
35 40 45 

75 

Ser Leu He Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala He Glu Lys Thr Gin Arg 

50 55 60 

Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser 
2° 65 70 75 80 

Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys He Glu Val Ala Gin Phe Val Lys 
85 90 95 

25 Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 

100 105 110 

worin Xaa Asp Oder Gly darstellt, Oder eine Sequenz, die einen hohen Grad der Homologie nnit der 
30 Sequenz (ai ) aufweist, unnfaBt, welches Verfahren darin besteht, daB 

(i) tierische oder Hefezellen, die einen Expressionsvektor enthalten, der, nnit den fur seine Expres- 
sion erforderlichen Mittein, eine rekombinante DNS enthalt, die fur das genannte Protein oder einen 
Vorlaufer hievon codiert, kultiviert werden, 

(ii) die Kulturzellen isoliert werden, und 

35 (iii) das rekonnbinante Protein aus isolierten Zellen gereinigt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das genannte Protein unmittelbar stromauf- 
warts von der Sequenz (ai ) die Sequenz Ser Pro aufweist. 

40 3. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafi das genannte Protein eine 
scheinbare Molnnasse von 9,0 ± 2 kDa aufweist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 das genannte Protein eine 
scheinbare Molmasse von 16,0 ± 2 kDa aufweist. 

45 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 das genannte Protein N- 
glykosyliert wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da3 das genannte Protein 
50 einen Reinheitsgrad, bestimmt durch Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel in Anwesenheit von SDS 

und unter Silber-Farbung, von mehr als 70 % aufweist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da3 das genannte Protein 
einen Reinheitsgrad, bestimmt durch Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel in Anwesenheit von SDS 

55 und unter Silber-Farbung, von mehr als 90 % aufweist. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das genannte Protein einen Methionin-Rest 
unmittelbar stromaufwarts von der Sequenz (ai ) aufweist. 
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9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das genannte Protein au3erdem eine 
Signalsequenz mit der Sequenz (U) umfaBt: 

Met Ala Leu Leu Leu ThrThr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Scr Pro 
20 



10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz (U) unmittelbar stromaufwarts 
von der Sequenz (ai ) angeordnet ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da3 die rekonnbinante DNS fur 
einen Vorlaufer des genannten Proteins codiert, der eine Signalsequenz unnfaBt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die fur das reife Protein codierende, 
rekombinante DNS-Sequenz die folgende Sequenz (Na1) umfaBt: 

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 

AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 

CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 

GACATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 

CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 

CGGA1TCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC 

AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 

ITGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACTTTTTCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 



13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die fur das reife Protein codierende, 
rekombinante DNS-Sequenz die folgende Sequenz (Nal') umfaBt: 



GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC 
AGGAGCTGGT CAACATCACC 
CTGCAATGGC AGCATGGTAT 
GGCATGTACT GTGCAGCCCT 
CAGGCTGCAG TGCCATCGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG 
AGCTTGCATG TCCGAGACAC 
TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA 
CGAGGGACGG TTCAAC 



AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 
CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 
GGAGCATCAA CCTGACAGCT 
GGAATCCCTG ATCAACGTGT 
AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
TCTCAGCTGG GCAGnTTCC 
CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 
CATTTAAAGA AACmTTCG 



14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Signalse- 
quenz eine Sequenz ist, die aus den folgenden Sequenzen (b1), (b2), (b3) und (b4) ausgewahit wird: 
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(bl) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

1 5 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

(b2) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

Ser Pro 

(b3) 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala 

(M) 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 
20 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Nucleotidsequenz, die fur das Signal- 
peptid codiert, aus den folgenden Sequenzen (Nb1), (Nb2), (Nb3) und (Nb4) ausgewahit wird: 
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(Nbl) 



ATGCATCCGC 
TCATGGCGCT 
CCTTGGCGGC 



(Nb2) 



ATGCATCCGC 
TCATGGCGCT 
CCTTGGCGGC 



(Nb3) 



ATGGCGCnr 
TTGGCGGCTT 



(Nb4) 



ATGGCGCTTT 
TTGGCGGCTT 



TCCTCAATCC 
TFTGTTGACC 
TTTGCC 

TCCTCAATCC 
TTTGTTGACC 
TTTGCCTCCC 

TGTTGACCAC 
TGCC 

TGTTGACCAC 
TGCCTCCCCA 



TCrCCTGTTG GCACTGGGCC 
ACGGTCATTG CTCTCACTTG 



TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CA 

GGTCATTGCT CTCACTTGCC 



GGTCATTGCT CTCACTTGCC 



16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dal3 die Kulturzellen tierische 
Zellen, ausgewahit aus CHO-Zellen und COS-Zellen, sind. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Kulturzellen Hefezel- 
len sind. 

Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : GR 

1. Protein mit Wirksamkeit vom Typ eines Cytokins, dadurch gekennzeichnet, dal3 es die nachstehende 
Sequenz (ai ): 

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu lie GIu Glu Leu 

15 10 15 

Val Asn He Thr Gin Asn Gin Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met 

20 25 30 

Val Trp Ser He Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu 

35 40 45 

Ser Leu lie Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala He Glu Lys Thr Gin Arg 

50 55 60 

Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser 
65 70 75 80 

Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys He Glu Val Ala Gin Phe Val Lys 

85 90 95 

Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn 
100 105 110 
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worin Xaa Asp Oder Gly darstellt, Oder eine Sequenz, die einen hohen Grad der Homologie mit der 
Sequenz {a^ ) aufweist, umfaBt. 

2. Protein nach Anspruch 1 , dadurch gel<ennzeichnet, dal3 es unmittelbar stromaufwarts von der Sequenz 
5 (ai ) die Sequenz Ser Pro aufweist. 

3. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gel<ennzeichnet, dal3 es eine scheinbare 
IVIolmasse von 9,0 ± 2 kDa aufweist. 

70 4. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB es eine scheinbare 
IVIolmasse von 16,0 ± 2 l<Da aufweist. 

5. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gel^ennzeichnet, dal3 es N-glyl<osyliert ist. 

75 6. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gel<ennzeichnet, daB es einen Reinheitsgrad, 
bestimmt durch Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel in Anwesenheit von SDS und unter Silber- 
Farbung, von mehr als 70 % aufweist. 

7. Protein nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Reinheitsgrad, 
20 bestimmt durch Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel in Anwesenheit von SDS und unter Silber- 

Farbung, von mehr als 90 % aufweist. 

8. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal3 es einen Methionin-Rest unmittelbar stromauf- 
warts von der Sequenz (ai ) aufweist. 

25 

9. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es auBerdem eine Signalsequenz mit der 
Sequenz (b^) umfaBt: 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

30 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 
20 

35 

10. Protein nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz (b4) unmittelbar stromaufwarts von 
der Sequenz (ai ) angeordnet ist. 

40 11. Rekombinante DNS, dadurch gekennzeichnet, daB sie fur ein Protein nach einem der Anspruche 1 und 
2 Oder fur einen Vorlaufer eines Proteins nach einem der Anspruche 1 und 2 codiert. 

12. Rekombinante DNS, dadurch gekennzeichnet, daB sie fur einen Vorlaufer eines Proteins nach einem 
der Anspruche 1 und 2 codiert, der eine Signalsequenz umfaBt. 

45 

13. Rekombinante DNS nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die fur das reife Protein codieren- 
de Sequenz die folgende Sequenz (Nal) umfaBt: 



50 



55 
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GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 

AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 

CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 

GACATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 

CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 

CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTITTCC 

AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 

TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACl Tl'l'lCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 

Rekombinante DNS nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dal3 die fur das reife Protein codieren- 
de Sequenz die folgende Sequenz (Na1') umfaBt: 

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG 

AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT 

CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT 

GGCATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT 

CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG 
CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTHTCC 

AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT 

TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACITI'ITCG 
CGAGGGACGG TTCAAC 

Rekombinante DNS nach einem der Anspruche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Signalse- 
quenz eine Sequenz ist, die aus den folgenden Sequenzen (b1), (b2), (b3) und (b4) ausgewahit ist: 
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Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

15 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

(b2) 

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala 

1 5 10 15 

Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala 
20 25 30 

SerPro 



Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lie Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala 

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val He Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly 

1 5 10 15 

Phe Ala Ser Pro 
20 



16. Rekombinante DNS nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Nucleotidsequenz, die fur das 
Signalpeptid codiert, aus den folgenden Sequenzen (Nb1), (Nb2), (Nb3) und (Nb4) ausgewahit ist: 
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(Nbl) 



ATGCATCCGC 
TCATGGCGCT 
CCTTGGCGGC 



(hfb2) 



ATGCATCCGC 
TCATGGCGCT 
CCTTGGCGGC 



(Nb3) 



ATGGCGCTTT 
TTGGCGGCTT 



(NM) 



ATGGCGcrrr 

TTGGCGGCTT 



TCCTCAATCC 
TrrCTTGACC 
TFTGCC 

TCCTCAATCC 
TTTGTTGACC 
TTTGCCTCCC 

TGTTGACCAC 

TGCC 

TGTTGACCAC 
TGCCTCCCCA 



TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
ACGGTCATTG CTCTCACTTG 



TCTCCTGTTG GCACTGGGCC 
ACGGTCATTG CTCTCACTTG 
CA 

GGTCATTGCT CTCACTTGCC 



GGTCATTGCT CTCACTTGCC 



17. Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, da3 er, mit den fur seine Expression notwendigen Mittein, 
eine rekonnbinante DNS nach einenn der Anspruche 11 bis 16 enthalt. 

18. Eukaryotische Zellen, dadurch gekennzeichnet, daB sie, nnit den fur ihre Expression notwendigen 
Mittein, eine rekonnbinante DNS nach einem der Anspruche 11 bis 16 enthalten. 

19. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB sie tierische Zellen sind. 

20. Tierische Zellen nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen Expressionsvektor nach 
Anspruch 17 enthalten. 

21. Tierische Zellen nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB sie CHO-Zellen sind. 

22. Tierische Zellen nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB sie COS-Zellen sind. 

23. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB sie Hefezellen sind. 

24. Prokaryotischer Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB er durch einen Expressionsvektor nach 
Anspruch 17 transformiert wird. 

25. Prokaryotischer Mikroorganisnnus nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB er zur Gattung E. 
coli gehort. 

26. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB es einen Kultivierungsschritt tierischer Zellen nach einenn der Anspruche 19 bis 22 unnfaBt, gefolgt 
von der Isolierung und der Reinigung des rekombinanten Proteins. 

27. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB es einen Kultivierungsschritt von Hefezellen nach Anspruch 23 umfaBt, gefolgt von der Isolierung 
und der Reinigung des rekombinanten Proteins. 

28. Verfahren zur Herstellung eines Medikaments, das das Protein nach einem der Anspruche 1 bis 8 
enthalt, dadurch gekennzeichnet, daB es darin besteht, daB das genannte Protein mit einem pharma- 
zeutisch annehmbaren Exzipienten gemischt wird. 
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